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INTRODUCCION

Las enzimas sOn elementos clave en todos l1os sistemas
bivlédgicos Yy wmuchas de ellas tienen impnrtancin priéctica
en la industria alimentaria, farmacéutica y en andlisis
de diagnastico. Tradicionalmente las enzimas de ulo.

préctico se han extrajdo a partir de vegetales y animales,

"pera  actualmente use prefiere el uso de micreorganismos, Ya

que es posible wmanejar la produccidn de enzimas wmediante
las candiciones de cultivo, ademds de que la esconomfa en

la produccioen de enzimas puede ser incrementada mediante
1a obtencién de cepas mutantes que presenten alteraciones
de los mnecanismos que regu!an.la gintesis de susm enzimas,
como las insensibles a represidn :catabolicn. las
hiperproductoras o aquellas que sintetizan mayor cantidad de

enzimas sin la necesidad de un inductor,

En la actualidad exinte gran interés o*n el

aprovechamiento biotecnolagico de subproductos

‘agroindustriales, ya fgue se producen grandes voldmenses gue

aatan siendo subutilizados ¥ gque normalmente s® manejan como
dewperdicios. Dentro de las zlternativas existentes estad

la bioconversian de Jos mismos a partir de procesos



micraobianos para la produccidn de enzimas. Ant
sncaontramos desschos con un alto contenido de pesctina,camoc
ia pulpa de remolacha, la cascara de mnanzana ¥y cdscara

‘de cltricos que pueden ser utilizados como sustratos de
-flr--ntncibn para la» produccion de pectinasas, que son
enzimas. &agrndadprl! de las sustancias pécticas que tienen
uns gran aplicaciéén industrial. En la industria de
procesamiento de jugos, como o1 de la mantana y el de la
uva; Yy en la welaboraciodn de vinos, las pasctinasas son
utilizadaw para clarificar los ‘jugos, con- lo cual se
eliminan los problemas de filtracidn y se tienen mayores
rendinientos. Cuando de adicionan estas enzimas durante =}
prensado dJde lq $ruta, se aobserva también unk dimminucidn

an la viscasidad y un incremnto en la velocidad de
$+iltracion, lo que por resultado una mavyor sxtraccidn

del jugo.

La accidn de estas enzinas ss basa principalmente en la
dolnntnrlficndlon de Ja pactina a través de la pectina
esterasa Yy las poligalacturonasas que hidrolizan los snlaces

€l;4, que unen las moléculas de Acido galacturénico gue
canforman la pectinas asinizsmo, esta accidn pueds ser de

'tlpn exp cuando ocurre en el extremo o io tipo endo cuande

se efsctua aleatoriamente scbre la mblécula de pactina.

Las pectinasas son producidag por bacterias, levaduras y



hongos v, dependiandn Aesl wicrporqanimmn vy del tipo de
anzima su locelizacicdn es intracelular, extracelular o
periplismica, Desde o] punto de vista comercial las
pectinasas fdangjicas y en especial las de Azpersillus
aiger son lan preferidas debido a gque producen
extracelularmente wuna wmezcla de actividades pectinoliticas
muy eficaces en la disminucidn de 1a viscosidad de jugos

de frutas Yy asjimigmo, como son extrascelularss, se facilita

su recuperacion del caldo de cultivo.

Cowo se& wenciond anteriormente, 1a produccion de las
enzimas por los microorganismos esta controlada por diversos
mecanismon =in embargo, existe poca informacidn acerca de
los fendtmenos r-gul;tohiop asociados a 1l produccidn de
pectinasas por hongaos. La mayorla de las pectinasas son
inducibles, por lo nfue se hace necesario e¢i usp de pectina
en e] medio o de un sustrato crudo con un alto contenido de
pectina para estimular su produccian Por otro lado

pueden u=er wsenmibles a reprasién catsbélica por 1a

fuente de carbonn.

Ep México el mercado de pectinasas en 1a {ndultril
alimentaria va en aumentoj sin embargo, no se praoducen en el
-PIII. a pesar de gque se di'ﬁnno de subproductos abundantes
que contisnen pectina, gque se podrian utilizar como

wateria prims para la produccitn de sstas enzimas.



Por esta razén en nuestro laboratorio fue seleccionado
el hongo  Aspscsillus sp., Que es Capaz de producir
pectinasas extracelularen cuandao es crecijdo a 3I7° C
utilizande un subprpducto de la industria textil, gque o5 1a
pujpa de henequén, como fuente de carbono. Los filtrados
libres. de cdlulas obtenidos, poseen una actividad
clarlf!:npto del jugo d; manzana, que eos similar a la que
presentan algun-; preparaciones comerciales.El hongo aislado
e una cepa silvestre, por 1o tanto, es suceptible a
.lnipqil:ldn gendtica para increwmentar tom rendimientos

en su produccién.

En base & 1o expuesto antoribra-ntc. e} objetivo de este
trabajn e enfoca a Jla obtencién de mutantes de
Aspesrcgillus 2p., insensibles a represitin catabdlica v/o
hipsrproductoras de& pectinases extracelulares, Y sobre la
aplicacion de las mnutantes en 1a produccién de las

enzimas # partir de desechow agroindustriales.



2.0 ANTECEDENTES

2.1.0 E.um““ .

Uno de Ibos grupos importantes de enzimas empleadas en la
industria, especificemente en ) procesamiento de ¢frutas y
Q.g-ta!.n, lo constituayen las snzimas pectinoliticas. Esta
enzimas tienen la capacidad de dngﬁnanr las sustancias
pdcticas que estién compusstas por unidades de dcido

galacturénico, Jigadas por enlaces &<-1,4.

2.2.0 Sustancias_Pécticas .

Las sustancias pécticas spn un grupo complejo de
polisaciAridos que se presentan en cantidades variables en
todos lom tejidos de piintal, arctuando como clm-ntanﬁtl
interceluliares,;, s.s. LoO® grupos carboxilo dol-tcldu
poligalacturénico pueden ser parcialmente esterificados
por 9grupos metilo o parcial o totalmente neutralizados por
una © miés bases. La pectina se presenta primariameént& como

protopectina, que ex insoluble en agua.

Se refiers a dacidos pectinicos cuando t'a molécula

contiene una pequelfa porcion de grupos meti) éster, son



capaces de formar geles con azdcares y dcidoun. Si e}
contenido de metoxilo es bajo, la forwmacion del gel

reaguiers la presencia de ciertos iones.

El término pectina es utilizado para designar a los
dcidos pectinicos con un grado variable de grupos metil
dster y de neutralizacidn, son capaces de formar geles
con azdcares Yy acidos bajo condiciones apropiadas. E)
&cjdo péctico es el nombre aplicado a las sustancias

pécticas que estin escencislmente libres de grupos wetil

duter.

‘Los  grupos carboxilicos del tﬁidu galacturdnico son
euterificados con p.tnnuik Yy su cantenido depende de la
fuente de carbono de 1a que proviene Yy de)l método de
axtraccion empleado. Dentro de estos polisachridos,.
también han sido aislados Y caracterizados azdcares como

L=ramnosa, L-arabinosa, D-xilosa y L-fucosa 4,s.

Las sustancias pécticas son solubles en agua e
1nnﬁlubl.l an compuentos arglhicoil la facilidad de
di-ﬁluctan dicminuﬁ. conforme aumenta el tamafio de la

“cadens, formando soluciones altamente viscosas. Esta e una
‘propiedad limitante en @1 procesamiento de |08 jugos de
frutas y vegetales, debido a que ia pr.l.ncia.dc p-gtina
favorece en los jugos a la formacion de suspensiones
calojdales de visconidad alta, dificultando la filtracion

de los wmismos.



2.3.0 Clanjificacion de las _pectinasas .

Bisicanente existen dos tipos de enzimas
pectinoliticas t , Las pectina esterasas Y las
despol imsrasas,., Dentro de estos tipos Be encuentran
gln-!f!cndau las doce actividades que s® han detectado en
plantas, bacterias, levadurass y hongos, aunque no todas son

producidas por un mismo organismo. ITABLAL .

Las pectina enterasas (PE) hidrolizan los enlaces metil
duter de 1a pectina, disminuyendo su qgrado de
wmetoxilacién y Finalmente es transformada en #dcido

péctico,.,

Pectina

fc. poligalacturtnico

De acuerdo al sitio de ruptura, se clalifican an tipo sxo
cuando la acciétn opcurre en el extremo de Ja pectina
ltb;rlnda principalmente grupos reductores Yy ase denomina
tipo qendo cuando la .ncclan se realiza mleatoriamente
saobre ia molécula de pectina; csausando principalmente la
disminucion de la viscosidad #n una soluciédn de pectina,

y afectan poco la liberacion de grupos reductores, es por

pltn que estas anzimas son la que ofrecen maynr interés



industrial.

Las poligalacturonasas (PG) catalizan 1a hidrolisis del

acido poligalacturdnico de una forma snddo o exo.

- ’ + o
cog on PG oo ou
-0 " o-] —» ~o -+ [
hd [ ] on "
# on co0” L oo™
— n
8c. poligalacturénico 8c. galacturfnico
Las endapal igalacturonasas actdan hidrol izando

aleaatoriamente la p-:tihn o @l scido poligalacturdnico,
abteniéndose oligourdnidos de menor tamaffio, lo cual se
rofi.ja en una disminucién de 1a viscosidad de una
avlucion do— pectina. Las sxopoligalacturonasas rompan los
snlaces glicosidicos tnb-inalpsco- 1,4, liberando dcido
galacturédnico como producto. Lni potignla:tﬁrunalnl son
producidas principalmente por hongos y aﬁtun a pH de 4.0

a ‘05..’.

Las pectinoliasaz {(PL) catalizan el rompimiento de los
enlaces glicoaldicos o-1,4 de las sustancias pécticas y
oligogalacturadnidos por el proceso de transeliminacisn,
son progducidas por bacterias Yy algunas reguiersn de iones

divalentes para su actividad,,>.
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2:.4.0, impoctancia cousrcial de las peclinsnas

Lam enzimas pectinoliticas son ewmpleadas para una gran
variedad de propositos. Entre los principales usos se@
‘encuentra el procesamienta de frutas para incrementar los
rendimientos en la extraccicdn de jugos, facilitidndome la
extraccion de las -ug}nn:ia- solubles de las células por
la accian de lam enzimas, Y& gue #stas. actulan
desintegrandn e)] tejido de las frutas, permitiendo asi! una

mayor libheracian de) jugos.

Lam pectinasas favorecen la clarificacion de los jugos,
ya gue degradan la pectina presente, farmanda particulas
suspendidas que se aglomeran formando fléculos que son

removidos por centrifugacidn y filtracidn.

Otras aplicaciones de las pectinasas se encuentran en la

cliarificacion - de Jos Vvinossi,say en la preparacion
de bDames de néctares Yy alimentos de bebésn, ‘en e}

tratamiento de Ia pulpa de coce Yy las aceitunas para

L4



incramentar las rendimientaos en la recupsracién del
aceites, en 1la limpiezs de 1a cidscara de frutas para
su ulh on caonfiteria.ocf también ne.utilizan para wl

tratamiento de maderas blandas, fibram textiles, lino,

chffamo ¥y yute,;, sa.

2.5.0 Hicroorganismos productoces te peclinasas .

Las pectinasas son brudu:idn- par una gran varisdad de
-t:ruorganlluol IﬂgLﬁ___L . sisndo los hongaos los
microorganismaa .npl.idul .& 9gran escala debido a que.sus
enzimas son extracelulares Yy a gque producen priﬁ:ipnlmonte
sndopaligalacturonasas, que son las que presentan mayor
aplicacién en la industria, La produccidn comercial de
pectinasas . se 1lleva l':lbﬂ ampleandc especies del género
Aspnrgillus am,aml entre los microorganismos -ul-
utilizados se encuentran las cepas Aa.niger , A.vwenti ,
Guflavus vy A._grizae , siendo A.niger < el de
mayor !nﬁnrtlncln comercial actual. Tanto en Japén como en
Entados Unidos ¥ an dlgupdl pajikes de Europa, la

produccion de ' pectinasas se lleva acabo mediante el

i0



cultivo sumerqgido y semisbtlido :w». Como fuente de
carbong e inductor se utiliza la pectina y materiales que la
contienen, como won los subproductos ' de Ia
industrialfizacién de, 1a remolacha, del limdn ¥ de la
MANZANES . 40, L9 ,1W, 88, L7, 18, 19,

IABLA L DISTRIBUCION DE LAS ENZIMAS PECTINOLITICAS
EN ALGUNOS MICROORGANISMOS.

MICROORGANISMO PE Pa PGL PHG PMGL 06 oGL

Straptonvces
niirosporsus
ITeichodecma

koningii

Aspsgillus _niger ®
Asper3illus _maito ®
Esnicillium
digitatum ® L4
fizopus solani e

E
:
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2.4.0 Regulacion de la mintssin de pectinamas

Las pectinasas son generalmente enzimaw inducibles, Ilo que
hace necesaria 1a adicidn de pectina o sustrato gque 1a
contenga para estimular su biomintesis, Estas enzinmas
pusden ser producidas constitutivamente y también pueden
ser sensiblies a represién catabdlica.

A continuacian se dan algunos ejemplos de los ampectos
regulatorion de la produccion de pectinasas por bacterias
y haongaos. En barcterias se ha reportado la produccién
constitutiva de endopoligalacturonata liasa aean Eruwinia
cArctovors t ademis estas enzimss estidn sujetas a
induccién Y represidn catabdlica, como fud
demontrado en fermentaciéin batch, en donde se observd
que existe velacidad diferencial de forsacién de enzimas,
l1a cual fué baja @an presencia de glucosa, alta con
glicerol ¥y mas alta aln con pectato como dnica fuante
de carbann. Asimiamo,; se observh que e} efecto d»
represién een la sintesis de endo PGL estd asociado
can la disminucién de ANP ciclico intracelularac.

En Bacillus_  _subtilis 1= produccion takxima de
poligajlacturanato liama (PGL) se lleva "a cabo en presencia
de glucosanc. Bilpoliwixia también produce PGL
constitutivamnete, perc ademés, cuando utiliza pectina

camo fuente de carbono, se induce la pectina esterasass.

En hangaos adn cuando son meénos conocidos los aspectos
ragulatorios de la wsintesis de pectinasas, se sabe gque

12



algunas pueden ser producidas constitutivamente, como las
endopoligalacturonasas de dupergillus saitai que ne
forman en augencia de las sustancias pécticasa;,

Cuando Aspergilius . niser crece en un medio-con 2% de
sacarosa Yy 2% de pectina, las pectina esterasas, las
poligalacturonasas b4 las polimetilgalacturonasas s0n
producidas cuando ia concentracion de sacarosa disminuye
ridpidamente del medio de cultivoe. También me ha

visto en una mutante de A. niger que regquiere adenina
para la produccién de poligalacturonasas es sennible &
represian catabdlica por intermediarios de la
9luctlisis ¥y gque la represion parece estar & nivel de

traducciédn pues la mediciéén de lox RNA mensajeros fue

establess.

2.7.0 tanipulacitn gendtica para la hipsrproduccidn
e enzivas

A través de la manipulacion gendtica se han obtenido
matantes que presentan alteracionas en sus caracteristicas
morfolégicas, estructurales o funcionales &n conparacian
con las células padres. El desarrollop de un nmicroorganismo
industrial, partiendn de una bacteria u hongo silvestre,
axige cambiow que sliminen propiedades no desmeables,
incremsnten las adecuadas, o introduzcan otras nuevas. La
mutagénenis seguida por una subsecuente sneleccidn vy
purificacién representa la actividad wmis importante para

lograr incrementar los rendimientos en las productos de

13



fermentacién, ya que on 1a industria lns altas
productividades son esscenciales para reducir o mantener los

costos de produceidn,

Adn cuando lan mutaciones pueden oeurrir
sapontineanente, e} orden en el que ocurren es de 1 x 10
axp. &% esta frecuencia puede ser incrementada
cpnlid.rablomont. mediante ] empler de agente mutagdnicos
ftinicos vy qui-i:n-. como lo son entre otros, el Acido
nitrnlo; metil etano sulfonata, N -metil- N.- nitro- N-
nitrasoguanidina, acridinam, luz ultravinleta, y las

radiaciones ionizantes,

Existen en la literatura, ejemplos de enzimas que s¢ ha
lograda incrementar los rendimientox en su produccién por
medico de la  mnmutagénesis, como es el caso de la aspartatn
tran-:arbaiilnna,' que ha wido incrementada 3500 vecesas,
ia hidrofélico reductasa 200 VECeEna b4 la

glucoamilana 1.4 vecesze.

La cepas hiperproductoras gue actualments use utilizan en
la industria, se han obtenido a partir de sucenivas stapans
de wmutacion y seleccidn, estre éstas se encuentran las
amilasas, que actdan hidrolizando e) almidon a g9lucosa.
Eutas enzimas se producen principalmente por Hacillus vy se
proaducen conjuntamente con las proteasas. f{.a produccién de

ani lasas de Ba —_subtilis HMarbourg 6160, we Jogro

19



incrementar de 1i U/ml a 2330 U/ml con la mutante PP13 y de

proteasas de 5 a 302 U/ml con la mutante YYiSdy,.

Otro asistema nmultienzimatico que ha sido muy estudiado,
es el celulolftico, del cunl- we han obtenido por
mutaciones sucesivas de Y..cesipl cepas hiperproductoras
y/a insensaibles a represitn catabdlica., Entre las
sutantes hipnrpruductaril‘ encontradas estd Ja RUT-NGL1A4,
que presentd una actividad para degradar o)l papel filtro
de 13 U/ml con respecto a 1 U/mil producida por la GMsa {(capa
sflvestre! y Ja RUT-C30, gue ademids de producir la wmisma
actividad que RUT-NG14, *s insensible a rop;e.lbn

catendl ica por glucosa y glicerolar.

I. resagi aMéa

| w

RUT=-M~-7
l NTG
RUT-NG14
RUT-C30 _
RUT-C30 l l
crecida & 37°'C
mutantes . mutantes mutantes resistentes

hiperproductoras constitutivas a inhibician por
‘ praoducto final.

Gensalogia de mutantes con altos
rendimientos de celulasas en I,
ceesei .

15



Existen otros .sistemas compiejos, comno el pectinolitico, en
donde hay poca informecién de trabajos sobre manipulacidn
gendtica. Por ello ‘r-lultu importante la bdsgueda de cepas
mutantes gue puedan, contribuir a un mayor conocimiento de los
mecanismos que contrblan la produccitn de pectinasas. Asimismo,
también es iwmportante tratar de incrementar los rendimientos en
1a produccién de estas enzimas a través de la mutagénesis,

can fines de aplicacion industrial.

Como me menclond anteriormente, }a cepa da ARpergillius sp.
que satawns utilizandao, fue aislada de una desfibradora de
hensquén ¥y produce inductivamente pectinasas extracelulares &
partir d’ po:tinn y de nubprudu:;uu agroindustriales gque 1lga
contienen. Cuando crece en un medio que contiene pulpa de
henegquén como fd.hto de carbono, produce pectinasasase, Que
sOn mwmejores Jue algunas muektras comerciales para r:l__arlflca.r el
jugo de manzana, siendo ésta una de las aplicaciones con mayor
damanda en fn industria. Nuestra cepa des ajn.nsillnl produce
mayor actividad pectinolitica extracelular a paréir de desechos
agroindustriales que cuando crece an pectinal no abstante, demde el
punto de vista péa:tico. resulta ifmportante contar con cepas

hiparproductoras.

En trabajos roalizadnl.provinmonto con Aspergilius sp. crecido
en pulpa de honiqu.n. se incrementd 5 veces la actividad nmedida

por visconimetria cuando este sustrato fud dializado en
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relacitm a) control sin dia)lizarge, probnbl.n.nio debido a

ila ealiminacién de moléculas dializables presentes &n la pulpa.

Por otro lado, al esmplear pectina como sustrato, se aobservd gue
cuando se acumulaban los grupos reductoras en el medio durante el
curso de 1a +ermentacion, la produccidn de la .actividad
pectinolitica fue muy baja, perp logrd incrementarse al
disminuir los grupaos reductores en el medio durante el cursa de la
fermentacion. Posteriormente se demostrd gue esta n:unulacldﬁ

no ocurria cuando se limita @] suministro di pectina en un
sistema de cultivo alimentadn de Agpsrgillus sp.so, en donde

s® gobservd gue al no haber acumulacion, la actividad productida

ae lncr.-;ntaﬁn alrededor de 10 veces en Filnciun al control! no

limitado de pectina.

Por lo anteriomernte expuento, me considerd relevante., la-
wmutagénesis dJde Aspergillius sp., con &)1 fin de obtensr nutantes
hiperpraductaras y/o insensibles a represién catabélica con

mayor capacidad de proaduccidn de pectinasas extracelulares.
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MATERTALES Y METODOS

3.1.0 dicrogrganissg

_El wmicroorganismoc que se utiliza en este estudio, es un,
hongo 'pcrtonncl-nt. 2l qgénero Asperaillus =2, que

fué aismlado y seleccionado a partir de muestras de suslo
de una planta d.-fibfadura da henequén #n =) Entado de
Yucatén, por la cnpncidnd-qut tiene de producir pectinasas
extracelulares a 37°C a partir de pectina y desechos

agroindustriales ge,s1.8n.

3.2.0 HNedios de cultivo

3.2.1 Hadios_para la propagacitn. y _conssevacion. de
CRRAR

tUedia A Las cepas se cOnRs@rvaron on placas con medio de

papa-dextrosa-agsr (PDA) despues de crecer por 72 h a 37°C.

Para ol ajislamiento b4 premeleccidn de mutantes

hiperproductoras, placas de los siguientes medias:

Madio B: _Medio ds propasacion (medic completo):extracto
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de lsvadura 1%, peptona 1%, glécn!n 2% y sgar 2%.El pH fue
ajustado a 4.5 con wel, de HaSO,

Hadia [ Medio de crecimiento : Se prepararon placas con
25 ml de una, solucian salina compuesta de
KitmPDa 0.2%% KaHPOs, 0. 2%;

(NHa ) S04,0.2%3 al cual se adiciond pectina

al 1% y agar al 2%, ®] pH fue ajustado a 4.9 con sol. de
HaS04.

sdic 1 H Hedio de forsacidn. _de _halg : Se prepararon
placas con 235 m]l de medio iqual a *C", pero con pectina al
0.25%%, wmids 2350 pg de cicloheximida por ml) de medio.

Media E: Hedio para el pillnnientu d, mutantes insensibles
a represiin catabdlica, ew iguui' al medio “C*", pero

suplementado con glicerol al 1%.

3.2.2 Hedios de . produccicon de pectinanas .

Medio F: El medio de laboratorio para la produccitn de
actividad pectinolitica an matraz, contenfal
KHaS0. 0.2%3 KaHPO4, 0.2% ]

(NH4 1nS04,0.2% y pectina al 1% o desechos
agroindustriales al 1%.La concentracién de la fuente de
carbono varid dependiendo del experimento.El pH +$fud
ajustado a 4.8 con sal. de HaS04 Yy fueron
.lturtl!zndui a 121°C y 15 psi durante L3 min,

Madio G: El wmedio industrial para para la produccion de
actividad pectinolitica en fermentador de 14 1, contenia

l1as siguisentes sales grado industrial?
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KHaPOs; 0. 2%3 KaHPOL, O, 2%3

(NHa)}aS04, 0.2%) céscara de lintn (%) al

1% ¥y 10 L& de agua de 1a llave.El pH inficial fud ajustado a
3.5 con sol. de HzS04 ¥y fueron esterilizados

121°C y 20 pSi durante 30 minutos.

C#) L :‘ICIFI. de 1limén es un subproducto de la
industrializacidn del limbn, y +ué obtenido en

Tecomdn ,Colima y fud secado a la intemperie.

3.3.0 UMétgdo de uutagénssis

=Aspergillus sp fué crecido en placas con medio “A".A
las 7?2 h se recolsctaron las esporas en 13 ml de buffer de
fautatos O.1M a pH? ﬁnita tener una densidad dptica de
0.2. Se tomd un ml. de esta suspensisén ¥y se hicieron
dilucicones seriadas en agsua destilada estéri) para sembrar
en placas con medio*B” y s incubaron a 37%C durante 72 h.
Se contd el niwero de colonias no mutagenizadas para
obtener la cuenta iniciai {100% de sobrevivencial.Se
mezciaron 9.5 wl de la suspension celular de 0.2 de D.0,
can 0.5 fl da N-metil-Ni-nitro-N-nitrosocguanidina
(NTG)® a una concentracién de inmg/ml, Se dejé actuar por
120 mwmin, tomando alicuotas de 2 mwml cada 30 min. Se
adicionaron 10 ml de sol. salina e#stéril con Tween al 2%,
se centrifugaron Jlas células durante 15 min & 10,000 rpm.‘
cambiando 3 veces la solucidn salina.Se resuspendieron en
2 ml de medio *B* liquido ¥y gue ademds contiene 9licerocl

al 20%. Se tomaron 0.3 ml para hacer diluciones seriadas gue
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fueron sembradas en placas gue contienen &€} misno medio, se
incubarcn %4 h a 37"C y se cuntd el nimero de colonias
sobrevivientes a la accian del agente mutagénico.

En base Jlaos datog obtanideos s& traz una curva para
determinar el porcentaje de colonias sobrevivientes con
respecto &l ndwmerp de colonias iniciales (100%).De esta
manera =xe determing la concentraciodn y tiempo dptimo
de accian del mutdgeno.

(#) la solucidn de NTG se prepartd pesando 10mg de la
misma Yy ue disolvieron en 10 mi de Ssol. reguladora de
fosfatos 0.1M ¥y pH ?.5¢ esterilizd por filtracidn y se

tomaron 0.5 ml para cada 10 ml de medio *"B".

3.4.0 MNetodo para la preseleccion de nutactes
hipecpraoductoras

Las esporas mutagenizadas fueron propagadas en placas con
madio "A®" e incubadas a 37°C durante 72 h, despudés se
tomaron colonias al azar, las cuales fueron estriadas en el
nedio *C*" ¥y se incubaron las platas durante 72 h a 37°C., Una
vez crecido «]1 microorganismo, s# tomd un cilindrp de 3 mm
de di&metro con un sacabocado, ®1 cual fuéd transferido
en condiciones estériles al wedio "D". Se incubaron las
placas a 37°C durante 48 h. Por dltimo se adicionaron a
las placas 2 m]! de soi. alcohdlica de yodo al 1% para
revalar los halos.Con eate método se preseleccionaron
aguellas colonias mutagenizadas gue formaron un halo de
hidrolisis mayor que @1 de la cepa silvestre.
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9.5.0 ptstodo para la greseleccidpn de wutantes
ingsnEiblen_a rspresion _por.gliceral .

La metodologia esla misma que se describe en e! inciso
3.4.0; la diferencia es qgue al wmedio”C* se adiciond
glicerol - al 1%. En estas condiciones la cepa silvestre no
fue capar de formar halos de hidrolisis, debido a que el
gliceral reprimié 1la sintesis de sus pectinasas. Sin
.nb.rgﬁ, sfi <Fue posible preselectionar A laawutantes gque

por ser inmensibles pudieran formar ios hmios de

hidrﬁltslp.

3.6.0 Eroduccion_de _pscltinasas .
A.6.1 P.:naulsua_dl.t_inhmm .

El microorganisma fué crecjide en placas de madio "A",
daspuas de ?2 h de incubscian, se prepard una
suspension de esporas en aqua destilada estéril hasta

cbtensr una densidad dptica total de S.0,

8.6.2 eErpduccian de actividad pectinglitica en satcaz .
HMatraces Erlenmayer de 3500 ml conteniendo 200 wml. de wedio
*F*, +ueron inoculados con 2 wl. de l1a suspensidn de
ilpnras Y fueron incubsdos 120 h a 37°C an un agitador
rotatorio a2 200 rpm. Durante la fermentacidon se tomaron
alicuotas de 10 ml. a diferentes tiempos, jas cuales
fusron centrifugadas a 3,500 rpm. durante IS5 min.. En e}

nobrenadante se determindg la actividad pectinolitica vy
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en e} precipitado la proteina intracelular,

3.6.3 EBroduccidn de actividad pectinplitica_en
farmentador .

Se uttilizd un fermentador de vidrio Labroferwm, marca New
Brunswick caon jnfra de 14 L y 10 L de medioco G comn volum
de trabajo, con tres inphllorc: tipo turbina , seis palet
planas Yy cuatro bafles. Dimensiones: diimotro del impulsor
2.2 cﬁ, altura de paleta 1.% cm, ancho de paleta 1.8 ¢
diam. interno de la jarra 20.5 cm, altura del liquido 20.9
cm, altura de la jarra 45 cm Yy ancho de bafle 2 cm.
inoculacidén ne l1levéd a cabo con S0 mi. de la
suspensién de esporas.bLas fermentaciones ss mantuvieron a
37°C con agitacion de 200 épm. y suministro de airve de 10
I/min.,. a uha presion dee 1.05 Kg/cm exp. 2., Durante la
fermentacién wme tomaron wuestras de 100 ml. en forma
ascéptica, &0 ml. fueron centrifugados a 3,500 rpm.
durante 13 min. En el sobrenadante se determind Ix
proteina extracelular Y la actividad pectinolitica y en

®#1 precipitado se determind la proteina intracelular,

3.7.0 Ostscwminacidn de la actividad pectinnlitica
3.7.1 actividad pectinclitica por grupos_reductores

La actividad fué medida én «l! sobrenadante por el
método del acido 2,3 dinitrosatigilico (DNS)ase,
determninando 1a concentracion de grupns resductores

solubles producidos por la accidn de las pectinasas. La

La
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mecla de reaccién contiene 1 ml. de sblucidn de pectina

al 0.9% ¥y 0.7 m] de buffer acetatos 0.17 ¥ a pH 5. Los tubos
de enmayo con 1la solucidn fueron preincubados, &n bado
Maria, a 45°C por 5,min.. Despuds se adicionaron 0.3 ml

del filtrado, exceptuando los blancas y se& incubaron a 45%C
durante una hora. La reaccidn fué detenida con 3 ml de

la sol. DNS. Despues de affadirle @! INS a los blancos, se
adicionaron los 0.3 ml . de) filtrado correspondiente. A
continuaciéon los tubos fueron hervidos durante 5 min,,
enfriados a temperatura ambiente y me adicionaron 13 ml de
agua destilada. Se tomd una alfcucta de 4 wnl. y se
centrifugd a 3,500 rpm. durante 15 nmin.. Se leyd la D.O,

a 5350 am en uh fotocolorimetro paulh & Lomb. La
concentracign de grupos reductores me calculd a partir

de una curva estandar de dcido gatacturdnico.

3.7.2 Qctividad psctinoclitica por viscosineieia

Este ensayo es utilizado pars determinar la accion de
las pectinasas por medio del cawmbio en la fluidez relativa
de una noluridn de pectina, En este método se utilizc
un viscosimetro Cannon-Fensk mantenido en un bafo de aguas
A 30°C. Se adicionaron 10 ml de una solucion de pectina ail
1% en bufter de acetatos 0.2 N a pH 4.2, la cual fue
preincubada durante 10 min a 30°C.A tiempo cero ‘l.
adicionaron 0.5 ml. del sobrenadante enzimdtico a la
solucién de pectina, se mezcld vigorosanente la mezcla

de reaccién que de inmediato se adiciond por el tubo
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ancho al viscosimetro y se aplicd succion por 1 tubo
angosto  hasta que la solucldn undb por encima de 1a
linea wsuperior marcada en el viscosinetro. Se midid el
tismpo de eflujo de.la soluciédn al bajar por las lineas
superior e inferior. La mezcla de reaccién s« subid
nuovni.nt; hasta arriba de 1a linea superior y se midid
nuevanente =l tiempn gue tarda la solucién de pectina en
anir de ambas iineas. LA operacidn ae repititd 4 veces

durante 10 min. de tiempo total de reaccion.

El blanco dal sustratao y del agua =se prepararon
.ldiciuuahdo a un tubo 10 ml de la solucidn de pectina
misg O.5 wl, de agua ¥y 10.5 ml, de agua respectivamente,
Lo tubos fueron preincubados a 3Q°c.on #]l bafio de agqua

dursnte 10 win. y se wmidid on cada uno #) tiempo de eflujn

promedicess.

tos chlculon se reazlizaron de la siguiente manera:
Fr = (Ta-Tw) / (Tt-Tw}
Tn = 1/2 (Tt /7 &40 seg/wmin} + Tr = (Tr/7120) = Tr
dénd.:
Fr = Fluidez reltiva de cada tiswpo de reaccidn.
Te = Tiempo de e&flujo promedio del blanco de sustrato
an segundos.
Tu = Tismpo de eflujo promedio del "agua en -eghndu-.

Tt =" Tienpo de eflujo de la mezcla de reaccién &n

 segundos.
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Tr = Tiempo de resaccitdn desde la adicién de la en-
zima al sustrato hasta cada inicio de la medi-
citn del tiempn de eflujo en min.

Tn = Tl.ﬁpn de rmeaccidn en winutos, wis un ﬁcdio

del tiempo de eflujo en minutas.

Con los valopres obtcnihu?. se calcula la {+luidez relativa
para cada uno de los tiempos de reaccidn. Se grafican los
valores de la fluidex relativa en las ordenadas y de los
tiempos de reaccién en las abrisas, la pendiente de la
linea recta obtenida corresponde al cambio de la fluidex
- relativa de la solucidn de pectina por minuto.

tina unidad de snziwma pnctinolitica producird un cambio
on ia flnld.z relativa de 0.1 pdr segundo en las condiciones

de ensayDs=.

3.7.3 Acitividad para clacificar el _jugo de nanzaops -

Eate método se basa en la accidn cllri*icanto de Ims
pectinasas sobre el jugo de manzana Yy fue medido por el
volldmen de jugo +iltradﬁ durante &0 m£hﬁgg. El
sistemna de reaccion contiene 100 ml] de jugo de Mmanzana
tntarking) obtenido en un extractor de jugos doméstico v
un ml. de filtrado con una concentracitin de protetna de
aproximadamente 35 jug. Las matraces fueron incubados s asec
durante 30 min. con agitacién ligera y se detuvo la
reaccion pasando el matrgz & un bafo de hielo &uranto S

min. & S*C +/- 2%C. Se filtrd en papel Wattman No. 2,
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-midiendo durante diferentes tiempos el volumen de jugo

§iltr.§o. Para cada enzayo +fud necesario correr en

paralela un control sin enzima.

3.6.0 Determinacion de Ia proteina exiracelular .

Se hizo la determinacion en el sobrenadante despuds de
ser dializado en menbranas de celuloga con un corte de
12,000 daltons contra asguse a 4°C durante 4948 h Yy con
agitacion. Se determind la proteina por el médtado
modificado de Lowryes, tomando alicuoctas de 0.2 ml. ¥

Ilsvando a un voldmen de 1 ml. con agua destilada.

3.9.0 Dmtscwpinacidn-de _.a pratelina intcacelular .

El precipitado celular de 10 mil de medic de cultivo fue
resuspendido en 2 ml. de acido tricloroacético {(TCA} al
10%) =me dejd reposar 249 h 2 4 °C. Transcurrido este
tiempo, las muestras fueron homogeneizadas durante 15 min. y°
centrifugadas a 3,500 rpm durante 15 nin, Se elinind el
sabrenadante y _ se lLavé el precipitado celular
centrifugindolo 3 veces con 10 ml de agua destilada. El
precipitado obtenidan se resuspendid en NaOH IN ¥y aguas
destilada en una proporcion 0.8-1.2ml., respectivamente,
Se tomaron voldmenes de 0.2 y 0,5 m). para determinar 1la
concentracién de proteina por ]! método modi+ficado de
Lowrygsa:. Antes de leer la D.OQ., 1a muestras fueron

centrifugadas a 3300 rpm. durante 15 min..
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3.10.0 JDeterminacion de 1a concentracicn directa de
srupos reductoces _en el medio de cultivo libee. de
ctlulas -

Se determind la concentraciodn de grupos reductores por
«l método de]l DNSew. E! mintema de reaccicn
contenia 0.3 wml del sobrenadante,0.5m] de agua ¥ 3ml de la
lgl. de DNS. El1 blanco se prepard cob un wi de aqua,

siguiendo los mismos pasas descritos an 3.7.1.

3.11.0 QDeterwioscion del_pH optiwo de la actividad
Rectinoliitica .
Se utilizaron buffers de acetatos a valores de bH de 3,4,%
¥y 6 a una concentracion 0,17 M ¥y 0.2 H para determinar lal
a:tividnd' pectinolitica por grupos .rcdu:tugen b4 pn;

v{lcustu.tri.. respectivamente. Los valores de pH al

inicie y al final! de la reaccitn fusron 108 mismos.

3.12.0 DiAlisis de los scbrenadaniss en coiumnas _Sephadex
Q=1 .

Los sochrenadantes de cada uno de los tismpos de
fermentacian qbtenido- en pectina fueron pasados a traves
de una columna de Sephadex G-1% - de 1.5 cm x 25 cm. La
prbtolnn fue elujida con agua destilada y se colectaron
fracciones de 2 ml. cada una. Las fracciones que tuvieron
una densidad optica de 250 Tnm Ffueron mezcladas para
determinar la actividad pectinolitica y la proteina. La

columna fud calibrada previaments con una solucidn de

29



dextrano azul

volumbtrica 121,

b4

rojao de metilo al 0.5% #n una proporcian
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

4 1.0 METODO DE PRESELECCION DE MUTANTES HIPERPRODUCTORAS
DE PECTINAGAS EXTRACELULARES.

Como se wmenciont anteriorwente, el objetivo de este
trabajo estd centrado en la obtencién de cepas mu}nntel‘
qué sean hiperproductoras de pectinasas extracelulares de
inpnrtin:ia practica. Para lograr este fin es importante
contar en primer lugar con un método apropiadc gque permita
preseleccionar a las cepas wutantes de una maner; répida vy

precisa.

En genera)l se han emplesdo meétodos cualitativos para ta
Pr-'.l.c:iﬁn de microorganismos gue producen enzimas
oﬁtrn:.lulnr.l del tipo amilasssge; crlulanases ¥
proteasase>, por - la observacion de halos de
hidrolisis de los sustratos por difusion de las snzinas
en un wmedio s6lido de culiivo. Sin ewbargo o diflfcil
detectar halos de hidrolisis en peétina} producidos por la
acian de  las pectinasas, probablemente debido a que los
medios con pectina no presentan la turbidez del almidéan vy
1a celulaosa. Este incanveniente hace necesario emplear

nigdn tipo de sustancia que Ffuncione como revelador,

al
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permitiendo observar Ilnos halos de hidrélisis. Por este
motivo el primer pazo fus la seleccién , entre varios
compuestas quimicos, de alguno Qque pudiera tesir fdcil ¥y
repraoduciblemente wl sustrato o los productos de

hidrdlisis.

Los compuestos probados incluyeron aguellos gue pudieran
reaccionar con los grupos reductores de los praductos de
hidrolisis {DNS, carbazol), © bién pudieran detectar
cambions de pH proddcidos por la liberacidn de acido
galacturdnico por 1la hidrdlisis de la pectina (rojo de
metilo y +fenolftaleina) Yy también el yodo que pudiera

teffir 1 poligacarido pectina al igual qué ] almiddn.

Como puede verse en la TABLA 1l , el compuesto qufmico
con «] que se revelaron claramente los halos de hidrélisis
fue [ 3 yado. Este compuesto al incorporarse al
palisacdrido pectins, tife e1 medio de cultivo sin
reactionar con Jla pectina que fud hidrolizada por la
accian de las pectinasas, lo cual pernite detectar los

ttalos.
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JARLA_ 11 OBSERVACION DE HALOS DE HIDROLIS1IS DE PECTINA MEDIANTE
EL EMPILEO DE DIFERENTES COMPUESTOS GUIMICOS.

- T D P ) T P e iy g e e ke e P -

COMPUESTO LCONCENTRACION EN APARICION DE HALO
SOL. ALCOHOLICA

Carbazol *» 1.0 % -
DNS # 0.75 % -
Fenol ftaleina 1.0 % -
Rojo de metilo 1.0 % -
Yodo 1.0 % *

Aspergillius mp. fué crecido 72 h en placas con medio de
E;::i-i.nto *C* y tranaferido al medio de d.t.:ct?n do'hf!OI'
* D;IuoltUI on AgUR.

Una vez seleccionado el yodo para 1la deteccion de ha)ps,
u® determing 1a concentracidn sptiwa de 1la pectina y
al tiempt para gbservar mejor la hidrbll-ill En ta JABLA
IIL Ee muestra e] tamafio de los halom de hidrélisis on‘
fqpctbn del tiempo de incubacidn y ls concentracidon de
pectina. .Una cancentracién de -pectina de O0.25 % ¥ un
tismpo de ipcubacisn de 48 horas fueron condiciones

ueleccionadas para preseleccionar las mutantes.
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IABLA 111 . TAMARO RELATIVD BE LOS HALOS DE HIDROLISIS (%)
EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE PECTIMA Y EL

TIEMPO DE INCUBACION EN EL MEDIO DE DETECCION

DE HALOS.
TIEMPO DE CONCENTRACION BE PECTINA (9/100 nl)
INCUPACION
(thr) 0.1 0.25 0.5 1.0 2.0 3.0
29 1.9 1.5 0.9 0.9 0.7 0.5
48 2.3 1.8 1.6 1.3 1.0 0.8
72 3.0 2.2 2.0 1.6 1.2 1.0

(¥} diametro de los halos i(cm)

Aspergillus sp fud inoculado en ¢! medio de crecimiento *"C* e

incubado a 37%C por 72 hi§ posteriorments fué transferido al
medio

de detecridn de halos "D, al cual se adiciond yodo tomb

revelador.

Cabe swmefalar que adn cuando el tamafo del halo de

hidrolisis fuéd mayor con 0.1 % de pectina y sparecid

dende lam primeras 24 honas, no fué seleccionado debido a

que &atosn eran muy difusos.
Par otro lado, inicialmente se observé la formacion de

halow irregulares en todas las concentraciones, debida

:rocininnga del nicraurgnnﬁlnu en ] medio de formacitn de

al

halos “D*. Para evitar gque en este medio el hongo creciera ¥y

no udnicamente difundieran las enzimas, se probaron dos

inhibidores del crecimiento: rosa de bengala

Y

cicloheximida, los cuales +ueron adicionados al medio de

formacion de hate *D*, Como de ovbserva en la IABLA_IV ,

el crecimiento de Aspergjillus sb solamente fué inhibido

totalments al emplsar 2350 pa. de cicloheximida por ml. de

medio de cultivo,
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IABLA IV . CRECIMIENTO DE Aspergillus hp EN EL HEDIO DE
FORMACION DE HALO EN PRESEMCIA DE CICLOHEXIMIDA
¥ ROSA DE BENGALA.

CONCENTRACION CRECIMIENTO EN CRECIMIENTO EN
(pg./ml de medio) 'ROSA DE BENGALA CICLOHEXIMIDA
S0 + +
100 + .
130 + 1
200 + *
250 + -

illug sp fud inoculado en &1 medio de crecimisnto
“C® y transferido al medio de farwmacién de halo "D,
Se incubaron las placas a 37°C durante 48 horas,

De acusrdo a los resultados obtenidos, las condiciones
seleccionadas para la deteccidn del! halo de hidrdlisis
fueron: 0.23% de pectina ¥y 2350 ug.x ml de cicloheximida,
incubando 48 horas a 37 =¢ ¥y utilizando yodo como

revelador. Empleando’ entas candiciones se detectan

claramente halaos bien definidos y reproducibles como puede

verse un duplicado en 1a EIGURA 1.

El esuguema de la matodolaogia pars presesleccionar cepas
mutantes que produzcan wmayor halo de hidrolisis, se pusde

ver en la EI1GURA 2.
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TFIGURA 1., HBalos de hidrdlisis producidos por duplicado por
; illus sp, en un pedio séligoe con pectina al
%.ggl Y 250 mg/nl de medio de cicloheximida, incu
-bandoc a 37°C durante 4B horas y usands 8ol. de
yodo al 1% cano rewvelador.,



Suspensidn de esporas
de Aspengillus sp.

. ¢

° o
(-]
..BII
Hedio completo .72 h de Medio de
incubacién a 3a7ec. Propagacidn
)
Estrfa de cada colonia nge
sobre placas ocon medio Medio de

de pectina 1%.Se incuban Crecimiento
72 h a 37°C.

Lanog)

Transferencia de bloques bt 1
a placas con pectina 0.25% Medio de
y 250 yg/ml de cicloheximida formaciin de halo

Incubar 48 h a 37°C

Adicién dwdo al 1% como revelador

Cbaervacion de halos

FIGURA 2.~ Representacifin esquemfitica del mZtodo empleado
para la observacidn de halos de hidrSlisis pro-
ducidos por Aspergillus sp.en pectina.



4.2.0 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE LA ACTIVIDAD PECTI-
MNOLITICA EXTRACELULAR DE LA CEPA SILVESTRE.

Antes de proceder a mutagenizar la: cepa de Axpergillus
sp, fué necesario svaluar la produccidn de pectinasas de
ia cepa IllVllFPI empleando varios desechas agroindustriales
para seleccionar aguel en donde se produjera mayoer actividad
Y que por otra lado sirviera como patrén de refersncisa con
respecto a las cepas nmutantes, debido a que se bDusca
producir p.ctinayns usando dqso:hos agrnindustrialtlAco-o

fuente de carbono.

Se anplearon coOmo sustratos de fermentacidn los

siguiente desechos agroindustriales, que contisnen
diferentes cantidades de pectina: chscara de Iimdn,
chscara de piRa y pulpa de henequén, L.os resultados se

presentan eon la TABLA Y , en donde se puede observar que en
relacién & la pectina ¥y en cdscara de pifa se incrementa

al doble la actividad medida por viscosimetria. Sin
ambargo, la mayor produccitn de ests actividad se obtuvo
en cascara de limédn, en donde Se produjo 400% de

incremento de 1la actividad,
8i bidn la actividad wmedida por azdcares reductores no

tuvo  mayores diferencias en los tres desechos, =e

selecciond 1a cidscara de 1imon debido al incremento
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que Se chserva en la praduccidn de Ia actividad medida por
viscosinetria, porque es 1a de mnayor importancia. Es
interesante hacer notar e] incremento en la produccién de
Ia actividad por aspergillus sp a partir de los desechos
prabados en relaciédn a la pectina, que es o] sustrato
purif icado, va que sntos resultadaos difieren a las
sntontrados con Pepicillium sp, en donde ss obsmervd una
wmayor produccién de pQ:tinnlas cuando fué crecido en
pectinae en comparacitén con 1la pulps de venolacha © Ia
mezclae de ambas ;>.

E1 hecho de que Aspergillus &p produzca mis actividad
sobre los desechos, probablemente se¢ deba a que fuéd
ainlado a partir de uup-tras de henequén, por 1o ctual es
una cepa adaptada a utilizar para crecer un desecho como

fusnte de carbono.
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IABLA ¥V . PRODUCCION DE PECTINASAS POR Amperglllus sp. A
PARTIR DE DIFERENTES SUBPRODUCTOS AGROINDUSTRIALES

.DESECHO CONG. PECTINA -ACTIVIDAD INC.!*I ACTIVIDAD INC. i}

% % UISCOBIH. % GRUP RED. %
Pulpa de 3 0.21 0.228 230 5.56 2249
henequén £ 0.003(¥0) £ 0.004{%%)
Camcara 3 0.66 0.199 200 2.99 420
de piRa 4+ 0.001 () 2 0,00} (%)
Cascara 3 0.87 0.403 400 4,2 210
d. llnﬂn + 0,003 (%¥) * 0.001 (#¥)

* El incremento se calculd en base a la actividad producida por
Aspergillus sp. &n pectina a1l 1% (0.1 U de actividad por
vimconinetria v 2.9 mog/ul de actividad por reductores),

#%* Diferencias entre los dos valores medidos por cada muestra.

Se utilizaron 200 ml de medio "F", agitados & 200 rpm ¥ a
I7=C. E} contenido de pectina en los desechos fué de 7%

en la pulpa de henequén,; 22% en la cascara de pifa y 29% en
la cascaras de limon. La actividad $ué medida an Jos filtrados
de lam 120 horas de fermsntacion.
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En aspergilius sp. @) mejor sustrato para la produceidn
de pectinasas extracelulares es la cascara de limdn ¥y
aparentemente la actividad producida en los tres desechas no

se correlaciona cbn 1a cantidad de pectina que contienen.

El incrementn en la produccidn de actividad en cdscara
de 1 imén pusde ser explicado considerando que la
estructura de Jla pectina contenida =n este desecho es
diferente a 1a de pectina purificada, debido a que
praobablemente son diferentes cultivaos vy ademds los
métodos quimicos Que s=e emplean para extraerla pueden
modificar el grado de wmetoxilacion y/o el tamafo de la
cadena. Con el in de obtener mayor informacién sobre el
afacto de la estructura quimica de 1la pectina en la
praduccién de pectinasas, se prqbarnn varias pectinas con
diferente grado de viscosidad y metoxilacion, las cuarles
fueron obtenidas & partir de una misma fuente (cAscara de
limén de Tecomdn, Colimal! vy que fueron producidas por

una misma compafia en México (Grinsted).

tLas caracteristicas de las pectinas se presentan en Ia
IABLA V1 La pectina tipo A fué Ila excepcitin, ya gue
ademés de ser producida por ot;a companiia (Sigmal),
desconocenos 1a fuente citrica de 1a que provicno;
ademés, es de grado analitico, mientras que las otras

son grado industrial.
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IABL&_ML CARACTERISTICAS DE PECTINAS CITRICAS

PECTINA GRADD DE GRADD DE TIEMPD DE EFLUJO
ESTERIF. METOXI. €M EL VISCOSIM. (sag)

Tipo A &4 .79 - 124.0

Tipo B 71-75 13.06 104,64

Tipa C &3-67 t1.42 79.8

Tipo D ? ? 46.8

Tipn E S9-42 8. 14 &0.2

A: Grado analiticoj B, c, D y E: Grado industrial

Los resultados obtenidos se muestran en la EIGURA.J | se
observa que 1a actividad tipo endo, medida por
viscosimetria (ver antecedentesn), e8 diferente en las
pectinas usadas como sustrato y también se observa un
mayaor incremento en ita produccion de ests actividad
conforme se utilizan pectinas mas metoxiladas, E) patrdn
de produccién de dicha actividad pudiers estar relacionado
con las diferencias en la estructura quimita de las
pectinams, causadas probablemente par los métodos de
extraccién empleados durante la extraccion de las miswas
aen la ciscara de 1limdn,

En e} caso de la actividad tipo enxo, medida por reductores

{ver antecedentss), no se observaron diferencias mayoras
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Act. pectinolftica por
viscosometria U/min {e-e)

Act.pectinolitica por
reductores mg/ml (e-e}

9.5 F wcipoa | Tipo B Tipo C Tipo D Tipo E
0.4 |
0.3 |
0.2 L 4 0.5
do.3
0.1
ﬂ 0.1
s.0 L

1 3 1 k| 1 3 1 k)
Tiempo de fermentacidn (dfas)

FIGURA 3. Produccifin de pectinasas por Aspergillus sp. usando como
sugtrato pectinas con diferente grado de viscosidad y metoxi
lacifn. La concentracifn de pectina fud 1% y la temperatura
de jincubacifn 37¢. Las pectinas fueron previamnete dializadas

durante 72h. La actividad fué medida on pectina sigma, (Ver
TABLA VI para la clasificacidn de los susteatos),

{o===0) 1@/5u

#210300pRT "Iy

{or--0)
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en Ja produccidn al enplesr las mismas pectinas, es decir
respondié de manera diferente, Jo cual pudiera deberse a
que 1la actividad tipo exo contiene componentes snzimiticos
can diferente control regulatorio.

Esta respuessta diferencial ta sido observada en
Asperglllux__ sp.en un sistema mds controlado, como es el
cultive alimentado, a través de la limitacion de las
fuentes de carbono, donde 1a actividad exn fud
incrementada en 495* y la endao sgln un I2%so0.

El incremento que aobservamos en la actividad endo
probablemente se deba a gque las pectinasas mis metoxiladas
formen mayares inductores doe exsta asctividad gue de la de

tipo exo.

Por tpdo 1o anteriormente expuestn, se puede concluir que
1a mayar actividad anbre la visrosidad que produce
Aspergillug . sp., en cdscara de limdn se debid mis &
la naturaleza gquimjca de Ja pecting que & su  mayor

concentracién en e) desecho.



4.3.0 OBTENCION DE MUTANTES HIPERPRODUCTORAS DE
Aspergillius sp. Y EVALUACION DE LA PRODUCCION
DE ACTIVIDAD PECTINOLITICA.

La mutagénesis de Asperail lus sp. fué reaslizada
-nplennda_ N--.tiI-N.-nitro-N-nitrngnguah ina (NTGB)
como agente wmutagénico, d. ‘o que este compuesto es unt de
loag wmix vuvitilirzados en 1la wmutagénesis de hongos. La
EIGQLRA 4 uutstrq la curva de sobrevivencia de Aspergillus
sp. & la accitn mutagénica de NTG y se obmervé fue el
tiempo Optimo de la mutagdnesis es a lox 40 min, al
emplear una concentracion de 50 pg/ml en buffer fosfatos.

En el medio de propagacion fueron aistadas 300 colonjas
mutagenizadas y probadas utilizando =] método de
preseleaccién descrito anteriormente. Se preseleccionaron @
cepas gque wmostraron mwayor halo de hidrolisis que la cepa
silveatre, las cuales fueron denominadas MHEIL, ﬂnze, MHEG,
MH33, MH29, MH109, MHS4&. Esta cepas fueron evaluadas
porsteriormente -n su productidn . de perctinasas
extracelulares en cultivo sumergido, empleando chscara de
lim6n VY pectina comp fuentes de carbono para --lgccionnr_a
las cepas gque produjeran mayor actividad de tipﬁ sndo. Los
resultados se wmuestran en Jlas EIGURAS S v & § se cbserva
que Jlas mutantes crecidas en pectina produjeran 300X mis
de la actividad medida por viscosimetria v+ hasta 200;

mhs de la actividad determinada por grupos reductores;
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FIGURA 4.- Curva de sobrevivencia de ergilius sp( e—e ), Se

utilizs NTG como agente mutag¥nico a una concentracifn
de 50 jg/ml en buffer de fosfdatos a pH 7.

La crva discontinua se obtuvo por ajuste polinomial de
de los datos experimentales, utilizando uma ecuacifn de
de segimdo ordem, (coeficiente de correlacitn 0.9143).



Act. AzZ. reuact. crecimiento Act. especificalAz. reductores
mg/ml mg/ml vigcosimetria mg/ml
0.3 6
J . « 2.0
0.2 | . g
. 4 2{ 4 1.2
0.1 o 2 - .08= o
o ~ .04 o 4 0.4
0.0
0.4
0.3 }
d 2.0
0.2 5 |
4 1.2
0.1 = -
4 0.4

2 3 5 2 3 5 2 3 S 2 3 5 2 3 5
tiempo de fermentaciSn(dias)

FIGURA 5.- EvaluaciSn de la actividad pectinolitica de mutantes de Aspergillus sputilizando como
‘gustrato pactina cftrica grado analftico al 18(A) y clscara de 1imén 3% (B), en matraz
agjitado a 200 rpm, 37°C y pH inicial de 4.5.Los puntos son proiedio dal ex
perimento que £ué realizado por duplicado. Cepa silvastre (e) ; mutantes MH109 (0);
MHS5 (&) v MHSG (a&).



Act.hAz. reduct. crecimiento Act. especifica lnz. reductores
mg/ml mg/ml mg/ml
6

i i 2

I3 A
2 3 5 2 3 s

Tiempo de fermentacidn (dfas)

FIGURA 6.~ Evaluacifn de mutantes de Aspergillus sp., utilizando camo sustrato pectina cftrica
grado analftico al 1% (_A ) y cAscara de limSn 3% ( B ), en matraz agitade a 200 rpm
37°C v pH inicial de 4.5. Los puntos son el promedio del -~xperimento realizado
por duplicado. Cepa silvestre (*); mutantes MH81 (o); MH28 (a) § MH16 (@); IH33 (A)y MH29 ().



esto no sucedid al usar 1a cascara de limdn como
fuente de carbono, en donde udnicamente l1a cepa MH29
alcanza los niveles de produccién de la cepa silvetre en
ambas actividades. EI1 incremento en fa produccibdn de
actividad por l;s mitantes crecidas =n pectina no es debida
a un mayor crecimiento, vya qde &} ser relacionado éste con
la actividad, se observa una actividad especifica hasta 10
veces wayor dque la de la cepa silvestre. Par otra lado, se
observa fgue cuando las mutantes crecen en pectina, hay una
wengr acumulacitn de grupos reductores en el medio de
cultive durante 1las primeras horas de fermentacian en
comparcion con la cepa silvestre, y gue al ser crecidos
en cAscara de limdn, no sé4lo se acumulan una mavyor
concentracibn de grupos reductores gque la silvestre, sino
que la concentracién alcanza valores entre (.&6 v 2.0 mg/ml
en relacién a 0.2-0.49 ng/m] gue acumuvlan las mutantes en
e] medio con pectina. Ecte incremeto pudiera se atribuido a
mayor actividad pectinolitica inicial que qQue no e
detecta en el filtrado 1libre de células. De acuerdo a
nuestros resultados, es posible suponer que &l incremento en
la acumulacidn de grupos reductores por degradacicdn del
sustrate estd causando represioon en la prddutcidn de

las pectinasas en lag mutantes, por lo cual non se exp;elan
como hiperproductores cuando sn crecidas en cdscara de
liméni aungque también cabe la posibiiidad de que las
mutantes hayan perdido alquna de las pectinasas que seah mas

inducibler con la cdscara de lindn,



La capscidad de Jlam cepas mutantes para hiperproducir
actividad pectinollitica de tipo endo, se expresa cuando
crecen en pectina ccomo dnica fuente de carbonn,.pern (1]
cuando se utiliza la cAscara de 1imon, aparentemente por
unm represidn catab®lica causada PO una  mayor
acunulacién de grupos reductores. El siguiente pano $ud
evaluar 1a produccién de pectinasas por Agpergillus sp.,
utilizando varias concentraciones del sustrato pectina, con
el tin de 1llegar a una concentracitn aumentada de
reductores ¥ observar si Se repetlia el efecto de
represion que se presentd con 1a cdscara de limdn.

Las concentraciones de ectina uti!izadns; fueron 0.87, 1, 2

Yy 3%. Los resultados en la EIGURA 7 muestran gue conforme

aumenta la concentracion de pectina, es mavor la
acunulacion de grupos reductores en el medio de
fermentacién, lo cual se correlaciona ©on una menor

actividad pectinalitica p tanto en el tiempo ceron, cnﬁn ®n
la acumulaciéon de los wnismos en el tiempo , 10 cual se
carrelaciona can una menor actividad pectinalitica wedida
por reductores y por viscaosimetrls, e5 decir, & mayor
acumelacidn, menor actividad, Esto= datos indican gue la
represian catabdlica es producida por los  aruvpos

reductores producidos en la degradacion de la pectina, Coﬁ
el fin de reducir la concentracidan de los reductores
presentes en el sustrato al tiempo cero se realizé una

carrida de Ffermentacidin en donde se smplearon las nienas
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nct. por Axiicacfsl €8 IncE. espacifica A=. reductores |Act. por
jreductores 4 Az. reductores mg/ml viscosimetria
mg/ml [ § = U min.

hct. espacifica

lacosimecria 1
-l i
0.10
" .
N Jo.os
L 1
I 0.02
1 i. s 1 3 5 1 3 5 1 a s 1 3 s

Tismpo do fexmentaciSin(dfas)

FIGURA 7.~ Pruduccifn de actividad pectinolfcica axtracelular ds Aspargillus sp, utilizando
pecetina ctrica como fuente da carbomo: 0.87% (ad: 18 {A); 2% (@) ¥ 3% (@) en
matrar agitado a 200 rpm, 37°C y pH inicial de 4.5.Estos ::cluluda- son al prc-d.to
del sxperimento que fué realizado por duplicada,




concentraciones de pectina que an el exparimnento anterior,
pero gqgue +fueron dializadas en agua destilada. En la ELGEM
8 se abservd que al disminuir la concentracion de grupos
reductores al inicig de 1a fermentacidn, la acomulacicn
de los mismos durante 1las primeras horas de fermnentacidn
s redujo mas de un 5SO0% Y asimismD se incrementdo al
dable la actividad pectinaolitica medida por
viscosimetria con respects a la producida con pectina no
dializads, sin embargo sSigue observéndose la represion
catabdlica =2 mayor acuwmilacidn de grupos reductores.

Cor respecto » 1A actividad medida por reductores , fuéd
similar al +final de 1a fermentacidn esn las diferentes
concentraciones empleadas, w#in embargn Se observd wun

retrase en la aparicién de la actividad el cual se

correlaciona con  una nayor acumulacién  de  grupos
reductores.
Estos resultados apoyaron mas hacia la represion |

catabh&lica, sin embargo,cabia la posibilidad de que los
grupos reductores estuvieran mas bién inhibiendo la
actividad pectinclitica de Agpergillus s=p. Con &) fin de
descartar o comprobar la inhibicieon de las pectinasas, se
midid 1a artividad pectinolitica de 1os $iltrados
producidos al emplear concentraciones de 1 » 3 % de pect{na
antes vy despues de ser dializados en uns columna Sephadex
G-195. Los resultados en la EIGURA 9 nmuestran que adn

cuando la concentracién de grupbs reductores dismiauyd
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Act. por Azlcares crecimiento Act. espacffica Az, reductoras AGE, GE
reductoras g /a1 Az. reductores wg/ml viscosimerria
U/min.
3.0
2.0 ’
1.0 r
y
-
-
1 3 s 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1 3 S

Tiempo de formentacifn ({ dfasj,

FIGURA 8.- Produccién de actividad poctinolftica extracelular de Aspergillus sp, utilizando camo
fusnte de carbono pectinn citrica dialipada previmsnte eh sgua destilads duranta 72 h,
0.87% (&); v (AY; 24 { 8 ) ¥y 3% ( O ) an matraz agitado a 200 rpw, 3I7°C y pH iniclal
de 4.5. Estos resultadon son promediodel experimento realizado por duplicado.




Act, par

»g/ml

FIGURA 9.-

Ar. reductores

L cxecinients Act. por
viscosimetria

v/min.

0.10

Q.04

0.02

3 5 1 3 5
tiempo de formentacidn ( dfas ).
nctividad pectinolitica de los filtrados de rgillus sp dializados y no

dializados, oroducidos en pectina citrica al 1 ¥3 % en matraz agitado a
200 rpm, 37°C vy pH inicial de 4.5. La diflisis de los filtrados se realizd
en una columna Sephadex G-15. Piltrado producide en pectina 1%no dializado
(8) y filtrado dializado (0); filtrado producido en pectina 3% no dializado
{a) y flltrado dializado {(A).



en un &65% después de la didlisie la actividad medida en
ambos fue muy similar y obServamos de huevo una menor
produccidn al emplear uvna concentracidn de 3IU  del
sustrato. Con estos regultados podemos concluir que los
grupos reductores o productos diolizables de la
degradacidon de la perctina no causan inhibicion de la

actividad pe:tﬁnnlltica de Agpsrgillus sp.

Como la intencifin que tenemns s la utjlizacidn de 1la
cascara de limdn como fuente de tcarbono para producir
pectinasas, fué importante saber i en este sustrato
también se presentaba la represidn de Ja actividad
pectinalitica por qrupos reductores acumnul ados Y
a;lmismn, establecer 1la concentracion opltima de 1a
cdscara de limdn. En 1a FEIGURA 10 se¢ observa que &n
cidscara de limdn al 1% Ia maxima acgtividad se produce
desde las 7?2 horasi asimismno, se puede ver gue conforme
aumgnta la concentracion del sustrato (2% v 3%} hay un
mayor retraso en la aparicidon de esta zntividad, Jo cual
a® correlaciona caon la mayor acuamnulacién do lok grupos

reductores, de tal manera fgue estos resultados son similares

& los datos encontrados en pectina.



actividad pox o4
40 grupos Teductores 1 cTecinisnto grupos seductores | actividad
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FIGURA 10,~- Produccidn da pectinasas extracelularea de %__ﬂ%ﬂ; 8p., utilizando

ciscara de limin camo fuente Ge carbono: 0.

(@) 2% (A) y 3% (A)

en matraz agitado a 200 rpm, 37°C y pH inicial de 4.5,
Estos resultados son promedie del exparimento realizado por duplj.onda



4.4.0 OBTENCIOM DE MUTAMTES DE Aspergjillus sp.
INSENSIBLES A REPRESION CATABOLICA.

Para selecrionar mutantes insensibles a represidn
catabélica es5 comin ol uso de andlogos para inhibir el

crecimiento en presencia del inductor, como se ha visto en

E. coli . S tifipupium vy B_subtjilis 4o, gque sOn
cepas sensibles a inhibicidn del crecimiento cuando se
enplean bajas concentraciones de anklogos., Hemos observado
que Aspergillux sp. no e5 sensible a Z-deoxi-D-glucosa,
l,o—m-til-p-n-gIUGOlidn bl I-O—metil—p—D—galactdsidu, v
por 1o tanto crece en los medio con pectina en placa, ain

cuando se utilizaron concentraciones hasta I mg/m! de los

tres andlegos.

También se bha reportado gque especien Serratia .
Streptonyces Y Pseudononas no son sensibles a
inhibicidn del crecimiente por la presencia de andlogas
mo. La cepa de Anpergillus sp. el en capazr de
transportar el! analogo ¥ metasbolizarlo parsa crecer, Ya gue
en «]l medio liquido conteniendo los andlogos como
dnica fuente de carbono se observd que a medida que se
incrementa la concentracion del andAlogo hay un mayor

crecimiento (resultados no mostrados).

Como no fuéd posible utilizar Ja técnica del andloao



para seleccionar a las mutantes, se procedid a probar la
adicién de otras fuentes de carbono que pudievan reprinir
la sintesis de pectinasas de la cepa sSilvestre en
presencia de pectina. Se probaron tres fuentes de carbano
adicionales! Acido galacturdnico, 9lucosx y glicerol a
una concentracion de 1%,

Comn puede verse en la EIGUPA t1 , 1a vdnica fuente de
carbaono capaz de reprimir la sintesis de actividad
pectinolitica de Asperaillusn sp.fue e] qglicerol, ya que
a4 pesar de tener buén crecimiento eon  las placas Qque
contenian pectina wis glicerol, no hubo formacidn de
halos en el wétodo de deteccidn de halos. El efecto
represor del glicerol también ha sido observadpt en cepas
como Y. regsmei  on donde reprimid la sintesis de
celulasas 2> Yy en Asronpnan licugfasciens reprimid
1a sintesis de poligalacturonato liasasas. Por otro
lado, nosotros encontramos que con la adicidn de glucosa o
dcido gealacturdnico;, unicamente Jdisminuyd €1 tamafo
del halo. De a:uefdn a estas resultados, las cepas mutantes
preseleccipnadas fueron aguellas gue produjerorn hala de
hidrélisis en presencia de pectina y glitercl!., Con este
criterio e progarun 700 colonias aisladas de la
suaspension de esporas wutagenizadas durante 40 wmin. con
NTO, de las cuales cuatro cepas formaron halo ‘de
hidedlisias] estras cepas fueron denominadas! IRG3?, IRGS3,

IRGP4, 1IRG187 ( EIGURA_12 ).
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M&h@dlﬂiaﬁd&i&amﬂmmm,
medic "D por:\aggﬁ us. sp., despulis de 48 horas de
incubacidn a 37°C, copa fue crecida previamente en
placas con medio "C", en dande 3e cheervé un
miento antes de ser transferidas al medio de deteccifn
de halos:pectina 1% { A ); pectina .i% +

1% ( B ) pectina 1% + gluccea 1% ( C )
glicercl 1% (D ).



FIGURA 12.- Halos de hidrlisis producidos scbre placas de pectina,
T medio "D", por mutantes de illus sp. Las cepas
fueron crecidas previamente en con pectina y
glicerol, medio "F", en donde en todas se cheervs un
buen crecimicnto, antes de ser transferidas al medio de
deteccin d= halos.



El s=igquiente paso fud =svaluar la produccidn de Ja
actividad pectinalitica de las cepas mutantes
preseleccionadas y de 1la cepa silvestre en medio.liquido
con pectina ¥y glicerol. El experimento s¢ llevd a cabo
utilizando pectina y pectina + glicerol} las EIGURAS_ 13 v
ia muestran los resultados obtenidos, en donde se observa
que cuando @ adiciona glicerol la actividad producida por
Aspergillus sp.en pectina disminuye en 80% Yy 70% por
viscosimetria b4 reductores s respectivamente, Estos
resultiados demuestran que el glicerol es un fuerte represor
de la actividad pectinplitica endo y exno de la cepa
silveste. Con respecto a las mnmutantes IRG3AZ? & IRGAS,
disminuyeron 20 b 23% la actividad por rédu:tnreu.
respectivamente, ¥y por viscosimnetria IRG&3 disminuyd un
10% 1la actividad, v la IRG37 produjo la misma actvidad que
en pectina. De acuerdo &a estos  resultados, lag mutantes
IRG3? y la IRGA&I fueron menos afectadas en la produccidn
de pectinasas por el glicerol, praobablemente por una

resistencia a la represitin catabdlica.

Debido a2 qQue deseamos producir pectinasss a partir de
desechos agroindustriales, el siguiente pasoc fud evaluar
1a produccion 4de pectinasas por las mutantes, utilizando
1a cascara de Jimon como dnica fuente de carbonn. Loe -
resultados se presentan en la EIGURA_1D § se obsghvﬁ que
la cepa IRGA3 incrementé cuatro veres la actividad tipo
endo medida por viscosimetrla con respecto a la cepa
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Act. por Az. reductores

imetria

1500s51me

Act.por v

mg/ml

U/min

Aspergillus IRG94 IRG187 IRGG3 IRG37
1
1 3 5 1 3 5 1 3 5 1 3 3

tiempo de fermentacidén ( dias )

FIGURA 13.-,Produccién de pectinasas por mutantes de Aspergillus sp. a
partir de pectina 1 % ( ® ) y pectina 1% + glicerol 1% {(0);
en matraces agitadeos a 200 rpm, 37¢ y pH inicial de 4,5,
Estos resultados gson ‘promedioc del experimento realizado por
dupli.cado.



v de actividad mixina
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agp

60

40

20

Actividad por viscosimetrfa

Aspergillus IRG94 IRGIB7 TIRGE3 IRGI7

Actividad por Axdcarss reductbros

Aspergillus IRG94 IRG187 IRGED IRG)?

PIGURA 44 .- Actividad pectinolitica producida a las 120 h da farmentaciSn por la cepa silvestts
¥y sus cepas mutantes al utilizar como fuan te da carbono pectina 1% [T) ¥y pectina
1% + glicerol 18 £5] . El1 porcantajs de la actividad producida sn pactina ¢ glicerol
full determinsdo tcamando como 100% la actividdd producida en pectina.



Actividad por viscosimetria U/min.

J\sErgillus IRGE3 IRG94 IRG187 IRG37
sp )
-
] '] '] ] L ] '] L i '
1 3 5 1 3 5 1 3 5 i 3 5 1 3 5

tiempc de fermentacién ( dias)

FIGURA 15 .- Produccidn de pectinasas por mutantes de Asoergillus sp,
a partir de cidscara de 1limén al 1% como fuenhte de carhono
en matraces agitados a 200 rpm, 37°C y pH inicial de 4.5,
Estos resultades son pranedio del expsrimento realizado
por duplicado.



ailvestre cuando se utiliza la cascara de limdn como
fuente de carbono. Las mutante IRG?4, IRGGIS? y la IRG3” nao

produjeron mas actividad que la cepa silvestre,

Se considerd importante probar en otros desechos que
contisnen pectina la produccion de pectinasas por Ia
mutante IRGA3 con el fin de determinar si la mutante es
hiperproductora en todos ellos, La EJGURA 1§ , muesira que
con respecto & la actividad medida por viscosimstria, la
wmutante, al ser crecida en la cascara de pifia, produce la
misma actividad que !a cepa silvestre, y que aldn cuando ae
incrementa la produccian de pectinasax en la pulpa de
remolacha, pulpa de henequén y cidccara de naranja hasta
el daoble, e85 en la cAscara de limén en donde te expresa

mds como hiperproductora con repecto a la cepa sBilvestre.

Par otro lado, la actividad medida por reductores fué
muy similar en ambas cepas cuando faaren crecidas en la
cAscara de naranja, pulpa de rewmolacha ¥ pulpa de
henequéni sdlo se observa el aumento de una unidad por
ia mutante cuando se utiljiza la cascara de pifa ¥y la de
1imén. E1 hecho que 1la mutante se bayas expresado como
hiperpraductora al ser crecida &n cascara de 1imdn,
pudiera ser debido a que adicionalmente a su resistencia en
este desechn, se ehcuentran mejores inductoren de Ja

actividad endo,
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¢c. de c. de p. de p. de c. de
1limdn naranja henequén  remolacha piiia

Act. por viscosimetria U/min

Act.por Az, reductores ng/ml

r L '] A - -] A

3 5 1 3 5 1 3 51 3 5
tiempo de fermentacidn (dias)
FIGURA 16.- Produccidn de pectinasas extracelulares por la mutante IRG63 (¢)
Y Aspergillus sp(0), utilizando como sustratos d fermentacién desechos

agroindustriales al 1% en matraces agitados a 200 rpm,37°C y pH inicial
4.5.E3ros resultados son promedio del experimento realizado por duplicado,




En 1la IaBLA__VII - pueden compararse faAcilmente las
actividades niaximas producidas en 1lps desechos. por la
mutante ¥y 1la cepa silvestre, medidas por reductores VY
vtseusimetrla. Por estos resultados se puede concluir gue
para la mwmutante IRGS3 la cAscara de limdn es el mnejor

sustrato para 1a produceion de pectinasas tipo endo.

TABLA VII .- COMPARACION DE LA ACTIVIDAD PECTINOLITICA EXTRACELULAR
PRODUCIDA POR Aspergillus sp. Y LA MUTANTE IRG&3 AL.
UTILIZAR DESECHOS AGROINDUSTRIALES COMO FUENTE DE

CARBOND.
ACT.POR VISCOSIMETRIA ACT. POR GRUFPOS REDUCTORES
SUSTRATO (tU/min/m}) (mg/ml}
i% B e ettt T fmmmamn | medem—m M A dc—mma——- - —————— —-—
SILVESTRE MUTANTE INCREM < SILVESTRE NUTANTE INCREM. %
Cascara 0.400 1.8 450 3.9 q.7 38.2
de limdn £ 0.00¥% + O.025% + 0.012% + 0,03%
Pulpa de 0.245 0.49 4 3.6 3.97 10.27
remolacha £ 0.002% + ©,002% t 0.001% + 0,003%
Camcara 0,230 0.45 95.4 2.52 2.56& 1.5%9
de naranja + 0.000% £ O,.00494% *+ 0.002% + 0,001¥%
Pulpa de 0.087 Q.16 83.9 5.0 5.0 0.00
hensquen 2 0.003% + 0.002% 2 0,025% & 0.01%
Cascara 0,140 0.160 Q.0 3.5 4.9 28.57
de pifa * 0.003% £ 0,0025% + 0. 003* 3 0,009%

* Diferencias entre los dos valores medidos por cadn nuestrsa,

Las cepas fueron crecidas 120 h a 379C con agitacisdn de 200 rpm
y pH inicial de 4.%3.
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4.5.0 PRODUCCION DE PECTINASAS POR LA MUTANTE IRG&3
EM FERMEMTADOR DE 14 LITROS.

Resultaba de importancia conocer la produccidn de
pectinasas por la cepa a nivel de fermentador en condiciones
mds controladas para poder llevar a cabo el escalamiento
del proceso. Anteriormente se habia desarrollado un medio
industrial Y se determinaron las condiciones de
fernentacidn mids favorablen para 1a produccidn de
pectinasas de Ampecgillus sp..Utilizando el mismo wedio de
sales industriales se probbd la produccidn en
fermentador de 14 1. Como puede verse en la EIGUEA L2 , la
mutante produjo 2.4 U x min. ¥y la silvestre 0.8 U x min, de
actividad por viscosimetris, es decir, hay una nmayor
praoduccién de las dos cepas en relacidn a la actividad
producida en natraz, pero el incremento relativao de la
mutante continda siendeo cuatro veces mayor Que &n la cepa
silvestre. En trabajos previos con Aspergillus ep. Se
encantrd gQque al emplear la pulpa de henequén comb fuente
de carbono en fermentadoraa, la produccidn maxima
alcanzé un valor de 0.15% U % min.. En 1la misma EIGURA 12
no s ohservan mayares diferancias en la agtividad medida
por reductores en ambas cepas, lo cual sigue apoyando que la
actividad endo v exg se regulan de manhera diferente.
También puede obmervarse que el incremento de la actividad
no eu debida a crecimienta, ya gue la actividad especifica

% cuatro veces mayor enh la mutante, ni tampoco a una mavyor

%]
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Actividad por viscosimetrfa y/min.

o .
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tiempo de fermentacifn (dias)

az. reductores mg/ml
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FIGURA 17.- Produccifn de pectinasas extracelulares por Aspergillus sp(0)
(#} en fermentador de 14 1. Se adiciond al medio de cultivo : fosfato de potasid
monobfsico 0.2%, fosfato de amonio 0.2%, ciscara de limBn 1% y agua de la llave. E1l pH
inicial de la fermentacidn fué ajustado a 3.5 con 8cido sulfdrico. La temperatura de
incubacidn fué de 37°C, 200 rpmy 10 1 de aire/min. Estos resultados son promedioc Jel

experimento gque fu@ realizado por duplicado.
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excrenion de enzimas al medio de cultivo, como se obserﬁa

oen la determinaciotn de la protelina extracelular,

En casg de escalarse el process de producciton de
pactinasas, se utilizaria 1a mutante IRGS3, por 1o gque
fud importante conocer gue la produccidn de las enziwmas
na -ue ‘ve afectada a) cambiar el voldmen de] cultivo y al

emplear un medio con sales industriales y agua de la lLlave
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4.6.0 CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD PECTIMOLITICA
EXTRACELULAR DE LA MUTANTE IRG&3.

Pado que existe e] interés de escalar el proceso para la
produccién de pectinasas por 1a mutnate IRGA3, fué
nacesarip determinar la actividad pectinolitica utili;andn
un método representativo de la aplicacicdn practica de
las pectinasas, como lo es =su capacidad clarificante del
jugp de wmanzana. En trabajos previos se demostrd gquoe el
sistema pectinolitico de Asperail lus spl presents uns
actividad clarificante del jugon de MANZaNnd, la cual es
aimilare a la de las mejﬁres preparaciones
cuuercialqu..,,,; T nidid 1a actividad
pectinolitica clarificante utilizando 1o +iltrados libres
de chlulas de la cepr mutante, ajustando la
conceantracibn de proteina a 35 »9- Los reultados
abtenjdaos se muestran en la EIGURA_L8 , en donde se observa
que .al trltnr' @l jugo de manzana can «l filtrada de la
mutante x@ opbtuvo e doble del volumen de jugo clarificado
que cuando =e ut}lizb el Ffiltradn de la silvestre. EI
volumen méximop de jugo clarificado por la actividad
pectinalitica de 1a mutante fué de 98 wl a las dos horas
de $iltracidn, mientras que a ese misno tienpo el
voldmen de jugo clarificado por la silvestre fud de 15
mi. Estan resultados demuestran que tiene ventajas
practicas sobre 1a silvestre la cepa IRGAS3, ¥y que Si bien

la diferencia en la activided pectinolitica de la mutante
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FIGURA 18.~ Actividad pectinolitica medida por velocidad
de filtracidén de jugo de manzana {100 ml). Para
el ensayo se emplearon filtrados de AsEetgillus
sp (o) y de la mutante IRG6E3 (#) producidos en ma
traz utilizando cfscara de limSn al 1% como fuente
de carbono, 37°C y 200 rpm durante 120 h.Se adicio
nd un ml de filtrado que contenia 35 pg de proteina
aproximadamente.Control sin enzima (*).



b4 la cepa sjilvestre no esn de cuatro veces, &5 rde cuandnp
menos el doble, o que signiftica un ahorro del 50% en la

concentracion de enzima para su utilizacidn industrial,

El. miguiente paso fué determinar la estabilidad en la
produceidn de pectinasas de la cepa mutante;, va que se ha
observado que en algunas mutantes pusden presentarse cambios
desfavorables en la produccidn, lo cual pudieras ser debido
a gque con e} tiempo ocurran rearreglos en el genoma de la
mutente por una  inestabilidad de la mutacién, EI
axperimento se llevd a cabo ?xuminando la produccidn de
la actividad después de resiembras sucesives on tres
modal idades: &) una, fué inocular los madins salidos con
las cepags mutante v milvestre, las cuales fueron sembradas
sucesivamente cada 72 horas durante 2 mesesi b) at;a manera
fué almacenar placas B 4°C durante 3 mesess ¥ Clse
aislaran S colonias de una misma cepa, cada unha de las
cuales fuéd resembrada 20 veces. Después de las
resiembras, se llevaron a cabo 105 cultivos de las cepas en
materaz, utilizando la céAscara de limdn como sustrato., Se
obsrevd &#n law tres modalidades ( _EIGURA__ 12 ) que la
mutante IRGA3 muesmtra ser tan estahle en la produccidn de
1a actividad medida por viscosimetrla como la cepa

silvestre.

Cotro puntp examinado Ffue el pH dptimo para la
medicién de 1a actividad de los filtrados de las cepas
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Actividad por viscosimetria U/min,
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nimero de franafersncla: presexvacibn (i ) colonias aisladns al azar
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FIGURA 19.Establlidad ds la profuccibn pectinoiftica da Aspsrgillus sp @ y su Owpa mutants IRGSI[™]
La aptabilidad fue exsminada de tres mansras: A, 108 micToorganimwos £us; cragidos en
PapA daxtrosa agar (PDA) ¥y fuexon transferidos & una nueva Plach, ssta tranafersncia fuf
repatida 20 veces; B, la placa primsria fuf pressrvada durante tres meses a *CyCc, se
preparS una wispensin de saporas ¥ se selaccionaron al asar S de las colonias alsladas
{ A8,C/D ¥ E ), cada una de estas colonias fue resembrada 20 vacss,




mutante Yy silvestre provenientes de fermentaciones que se
realizaron con 1a cascara de limédn, Para la medicidn

de 1a actividad por viscosimetria se empleavon buffers de
aceatatos 0.14 N a °*'valaores de pH entre 3 vy & y para la
medicién de la actividad por reductores buffers de
acetatos 0.17 N a valores de pH entre 3 ¥ 6. En la EILGLRA
20 ' se observa que no hay diferengia entre la cepa silvestre
y 1la mutante, ya gque 21 rango de pH Gptimo de la actividad
pectinolitica medida pu; reductores Yy viscosimetrfa,
eath entre 4 v 5.5 para ambnf ceﬁns. El pH de¢ cada una de

las muestras fud ¢] mismo despuds de la reaccidn.

Otro axperimento a determinar, fud la tenperatura
aoptima de ¥ 3 actividad pectinol{tica' mnedida por
r.du:tné.!. Se midié l1a actividad de ios filtrados
producidos en cldecara de 1limdn por las cepas mutante y
silvestre en un rango de temperatura entre 20 ¥ &0 <C,

Los resultados presentadné en la ELIGURA. .21 mnuedtran que la
temperatura aptima de la actividad es entre 40 y &0°C
para ambas cepas, aungque se abserva un ligerc aumenta en la
cepa silvestre, entre S0 y S0=C, en relacion & 1a

mutante.

Par Jdltimo se midid l1a estabilidad de la actividad a
ia temperatura en los filtrados de ambas cépas. En la
EIGURA ___22 se pbserva qQue la actividad wedida por
viscosimetria o8 mwmds sensible a altas temperaturas,
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PIGURA 20 .- Efacto del pH sobra la actividad pectinolfitica de Aspsrgillus spio) y de
Su cepa nutante IRG63 (e) madids por reductcres ¥y viscosimetrfa, LOs
filtrados provicnen de fermentaciones realizadas con cliscara de lisdn en
matraz agitado a 200 xpm ¥ 37°C durante 120 horas.Estos resultados son
promedio del exparimanto realizado por duplicado.

{v) ejvapeooeta aod *yoy



~

&

o

E

o

&

5 100
4

9

T 80
-

m

w

¥ 60
4]

hF-

o
LI
w40
-3

83 20
P

'y A L 'y A

20 30 40 50 60

temperatura de incubacidn (°C )}

FIGURA 21.- Efecto de la temperatura sobre la medicidn de la

actividad pectinolftica de los filtrados de Aspergi
llus sp {o) y su cepa mutante IRG63 (e) medida por
azlicares reductores. Como sustrato se utiliz§ pecti-
na en amortiguador de acetatos. Los filtrados provie
nen de fermentaciones con clscara de limdn v, 200
rpm. y 37°C. Estos resultados son “promediodel expe-
rimento que fué realjzado por duplicado.
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FIGURA 22.~ lstabilidad a ia tomporatura do la actividad poctinolftica de loe
¥ #u mutants IRG6) madida por ra=

filtrados de Aspargillus ep
ductores y viscomimotria. Las temporaturas emprloadvun fuoron: 20°C (o),
29°C (o) ; 37°C (A)y 45°C (&) y SO"C (*},. lom filitrados fuoron produci-

dos utilizando clacara de limSn 1% an matras ngitadea a 2100
¥ pll inicial de 4.5.Estoa xesultados ron promudic lol oxpo

ful realisado por duplicado,
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Cuando los +filtrados de ambas cepas fueron incubados a 20,
29 ¥y 37 =C , se mantuvo el 100% de la actividad a las
seis horas. Al incubar los filtrados a 350 =C,
Aspergjillus sp. pierdid el 93% de su actividad desde las
dos horas de incubacién, mientras gque la actividad de los
filtrados de IRGA3 pierde e] 53% de la actividad a las seis
horas de incubacidn. La constante de inactivacidn t(k),
para el filtrado enzimatico de la silvestre fué de 1.5i1

U / min. y para el dg la mutante 0.088 U /7 win.,; o cual
parece indicar que las endopectinasas de IRGA3 son wis
resistentes a altas temperaturas que las de Aspergillus
sp.

Por otrn lado, la enmtabilidad medida por reductores,
EIGURA 22 , presentd® un comportamiento similar en los
filtrados de ambas cepas Yy se chservd gue a 30°C 1a
actividad inicial es afectada aproximadamente un &5% a las
sels horas de incubacidn.

De acuerdo a nuestros resultados, los +filtrados de la cepa
mutante mostraron ser mias estables qQue 1os de la cepa
silvestre. Buscando una explicacibn, Be midid el pH de
loe filtrados de ambas cepas y Be encaontrd un pH de 4.0 en
la silvestre y pH 3.3 en la mutante, io cual paodria
afectar en mayor grado la actividad enzimatica de la

silvestre.



CONCI.USIONES

Durante el desarrollo se este trabajo se demastrd fque la
cepa - sitlventre de asperoaillus sp. produc? pectinasas
extracelulares a partir de varios desechos agraindustriales
Que contienen diferentes.concentraciunes de pectina, pero la
cdscara de limdn fué e! mejor sustrato para producir
pectinasas de tipo endoa, que son las de mayor importancia
comercial. La wayor produccion ‘n wste degsecho parece
estar mas relacionada con 1la naturalezs gquinica de ja
pectina, mads gque a la concentracitdn en al desecho. La
chscara de limdn, adewmds de ser un buen inductor de
lam pectinasas, es un desecho que 2s5ta disponible gran

parte del! aRo en grandes cantidades.

Se demsarolld un método para la preseleccidn  de
nutantes hiperproductoras, =n donde las mejores condiciones
para la deteccién del halo de hidrélisis en placa
fusron: 0.29% de pectina vy 25qu x ml de cicloheximida,
fncubando 498 horas a 37 9C vy utilizando yodo cone
revelador. este método fué bueno para preseleccionar
acha cepas mutante que Fformaron un halo de hidrélisis
mayor que ®! de la cepa silvestre vy fgue increnentaron cuatro
veces la actividad endo cuando fueron crecidas en pectina
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citrica 9g9rado analitico, perc no cuandao se utilizd la
cascars de limdn, en donde se observd que las mutantes
acumulan mads grupos reductores que la Ssilvestre en el
medio de cultivo durante las primeras hor as de

fermentacion.

Por otra lado, se dempstrd que las pectinasas de
aspergiliux sp. men sensibles a la represion catabdlica
causada por los grupos reductores no dializables que =e
acumulan en e] medic de cultivo durante las primsras horas
de formentacidn, ya que se obaserva gque a mayar
acumalacién de grupos reductores hay mernor produccidn de
la actividad endo. Con respecto a Ja actividad exn, se
acbservéd un retraso en la aparicien de la actividads
astos resultados apoyan a otrog ancontradas
anteriormenteas, a | que la actividad ende ¥  exo

responden de manera diferaente a estinulog regulalorios.

En bhase a las reasultados obtenidos se decidié
aelaccionar mutantes insenmsiblea a represitin catabdlicag

una fuente de carbono adicional & la pectina que reprinid

"la sintesisn de pectinasas de Axperglllus sp. fud &)

glicerol, ya que ho ae observé el halo de hidrdlisie que
aparece al crecer al microorganismo en pectinaj entre estas
cepas 1a IRG&3 vy 1a IRG3” fueron menos afectadas en su
actividad pectinniitica nedida por reductores b4

viscosimetria por la presentcia del glicerol cuando fueron
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crecidas en medio 1igquido. La rcepa silvestre se
camport® como una cepa hiperproductora, pues incremento
cuatrn wveces la actividad endo al utilizer la ciscara de

i imén cono sustratos este incremento se ohservd
también cuando se realizt &1 cultiveo en fermentador de

19 1 empleanda sales industriales y a3ua de la llave. La
actividad medida por reductores fué practicamente la mismo

en las cepas silvestre y mutante.

Se demostréd gue las peétinasas de IRGAS3 probadas en una
aplicacién representbtiva de %u uso en la industrix,
presenta o] dohle de la actividad clarificante del jugo de
manzana gue 1a cepa silvestre, 1o cual apoya la importancia
de hacer el escalamiento del procesn para 1levar la

produccidn & un nivel industrial.

También e observd Que IRGA3, al igual que
aAspergillug sp. o8 estable durante tres meses de recienbra

en su praoduccian de tipo endo.

€1 pH by tenmperatura optimos de la actividad
pectinnlitica de Jas cepas silvestre y mutante fueron nuy
civilares, niendn el rango de pH optimo de actividad por
reductores b viscaosimetria entre 4.0 ¥y 3.5 ¥ la
temparatura optima de lJla actividad por reductores esta

entre 40%C y &0wWC.
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Por Gltimo, Ia estabilidad a la temperatura de las
pectinazsas de tipo enda perece sSer mayor en la mutante
cuando se incuban a altas temperaturas, yYa ygue IRGAI
mantiene un 45% de sy actividad cuando son incubadas a seis
horas a 50 ©C, wientras gque Aspgergillus sp. sdlp
conserva el. 5% en las mismas condiciones, Adn cuando la
mavor esntabilidad de las endopectinasas de IRGA3 pudiera ser
debida a Ja mutacidn, serid necesario hacer otros
experimentos al respecﬁn que nhos aporten datos mas

precisos,

La cepa nutante IRGA3, que fué seleccionadu. comno
ingsenuible a repregidn por glicerol, €8 adeinds
hiperproductora de endopectinasas cuando se utiliza la-
cidscara de Jimtdn como fuente de carbono. En bage a
nuestros resul tador consideramos que las pectinasas de

IRG&3, tienen un potencial de aplicacidn practica ¥ gque

asimismo sigue siendo suceptibie a incrementar su
produccidn po manipulacitdn genétieca, ya sem por
mutagénesis empleando otros agentes mut agénicoss

utilizando simtemas de recombinacidn como 1a fusidn de
protoplastos o bién mediante e) empleo de técnicasn de

ingenieria gendtica.
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