
o-;;Có.Z 
UN%VER&%DAD NAC%0NAL 

DE P'IE>C%CO 

AUTONOMA 21fj ~ 
/ 6. 

zn-ts~~t~ d~ %n~~-t•g~~•~n~­

B :l. o:om-d :l. e:-• 
U.A.C.P. c.c.H. 

OBTENCION Y USO DE ltllTANTES HIPERPRODUCTORAS 
DE 4sper9i 1 h&a •P• EN LA PRODllCCION DE 
PECTINASAS EXTRACELUl.ARES A PARTIR DE 

DESECHOS AGROINDUSTRIALES. 

PARA OBTENER EL GRADO DE : 

MAESTRO EN XNVESTXGACXON 

BXDMEDXCA BASXCA 

PRESENTA : 

l'EXICO, D.F. 19BB 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



Pr••iclent.• 

Vacal 

S.cret.aria 

Suplent.• 

SUplent.• 

.J U R A :U O 

Dr. Carla• Hult.rón Varga• 

Dr. Gust.ava Viniegra Ganz61ez 

Dr. Hlguel Lara Flor•• 

Dr. Lino Dfaz d• Ledn 



INDICE 

1.0 JNTRODIJCC ICJfl ••••••••••••••••••••• · •••••.•• -: •••• 1 

2.0 ANTECEDENTES 

2.1.0 P.cttna•••·•••••••••••••••••••••••••••••••••• S 
2.2.0 SU•tanctaa p6ctlc•••••••••••••••••••••••••••• 5 
2.3.0 Cl-lftcact6ft d• las pectina•••·............. 7 
2.4.0 l•partancla camerclal d• 1•• pactln••••·••••• 9 
2.s.o Mlcraorganta.aa praductar•• de pectina•••···· 10 
2.6.0 RegulaclOn de la •fnt••I• d• p•ctln••••······ 12 
2.7.0 HanlpulaclOll.de g•n•tlca para la 

htperpracluccten d• •nzl•••····••••••••••••••• 13 

3.0 HATERIALES Y llETODOS 

3.1.0 HtcrDDrganla•a••••••••·~····••••••••••••••••• 19 

a.z.o Hedlaa d• cultiva 
a.2.1 Medio• para la prapagactdn y 

cana•rvacl6ft d• c•pa•·••••••••••••••••••••••• 19 
3.2.2 ttedtaa d• praduccl6n de pectln••••··••••••••• 20 

3.3.0 H•tDda de 11Utag•n••I••••••••••••••••••••••••• 21 

3.4.0 "6tada para la pr•••l•ccldn 
d• 1M&tante• hlperpraductar••··••••••••••••••• 22 

a.s.o ,..tada p~ra I• p~•••l•cctOn d• mutant•• 
tnaenatbl•• a reprea16n par gllc•ral......... 23 

3.~.o Praduccton de p•ctlna••• 
3.6.1 Preparacltm del tnocul~ ••••••• ~··•••••••••••• 23 
3.6.2 Praduccl6n de actividad · 

pmctinalltica en .. traz...................... 23 
a.·6.3 Praduccl6n de actividad 

pectlnalltlca en ~.r .. ntadar................. 24· -. 
3.7.0 Det•r•lnacl6n d• la actividad pectlnalftlca 

3.7.1 Actividad pectlnalltlca par_ 
grupas recl1&e tarea ••••••••••••••••••••.•••••• • • 24 



3.7.2 

3.7.3 

3.8.0 

3.9.0 

a.Jo.o 

3. U. O 

a.12.0 

4.0 

4.1.0 

4.2.0 

4.s.o. 

4.4.0 

4.5.0 

4.6.0 

~.o 

6.0 

Actividad pectlnalftlca 
par vtaca•t••trl•·••••••••••••••••••••••••••• 25 
Actividad p•ctlnalltlca par-a 
clarificar •1 Jugad• ••nzana................ 27 

D•t•r•tnaciOn d• la prat•fna 
•xtrac•lular •••••••••••••••••••••••••••••••• 28 

D•l•r•tnact6~ de la prat•fna 
intrnc•lular •••••••••••••••••••••••••••••• •.• 28 

D•lr•tnaci6n d• la canc•ntractdn 
dir•cta de grupa• reductor•• en •l 
1119'dia d• cultiva • ••.•• ••• • •• • • • •••• ••• • • ••••• 29 

Detr•tnact6n d•l pH dptlllO •n 
la actividad pecttnallttca •••••••••••••••• 29 

DIAll•I• d• laa·•Dbr•nadant•• 
en colu•na ••phadex G-15 •••••••••••••••••••• 29 

RESULTADOS Y DISCUSJON 

H•tado d• pr•••l•cctOn d9 1M1tanl•• 
hip•rpraductara• d• pectlnaaa• •xtracelular••· 31 

Evaluacldn d• la actividad pectlnDlftlca 
•xtrac•lUla.r de la cepa al lveatl'e ••• •.•........ 36 

Obt•ncldn d• mutant•• hl~rpraductaraa d• 
A•p•rgl l lu• •P y evaJuacle.t d• la prad·uccldn 
de act.lvid.ad pecttnallttca. •• • • •• • • • • •• •••••• 42 
Obt•ncltlf'I d• mutant•• d• A•P•rglllu• ap 
tn••n•tblea a ~•preatOn catabOltca ••• ~..... 47 

PraducclOn d• p•cttnaaaa par la •utant•.IRG63 
•n f•rmentadar d• 14 1 •••••••••••••••••••••••• 52 

Caracterlzacldn de la actlvld•d pectlnalfttca 
extracelutar d• la 11Ulant.• IRG63 •••••••••••••• S4 

CONCLUSIONES 

BIBLIOGRAFIA 

.................................. 

.................................. 
158 

62 



JNTRODUCCJON 

LAs •nzi••• san •l•••nt.a• clave en todo• la~ slst•••• 

biológico• y mucha• de ella• tienen importancia pr,ctica 

•n la lndu•lrla 'ali••ntaria, far••c..,.tica y en an•li•i• 

de dlagn6stico. Tradicionalmente la• enzimas de uso 

pr6.ctico •• han extratdo a partir de vegetal•• y &nim•l••• 

pera actual•ent• •• prefi•r• el u•a de microorganismos, ya 

q~· •• pasible ••n•Jar la producción de enzi••• ••diante 

las candlclan•• de cultiva, adem6.s de que l• economfa en 

la praduccl6n de enzimas pued• ••r incrementada ••diante 

·ta abt.•nci6n de cepas MUtanl•• que presenten alteracione• 

de la• aecani••a• que regulan la alntesls de sus enzimas, 

coma las insensibles a represl6n catabólica, las 

hipe_rpraductora• o aquallas qu• sintetizan mayor cantidad de 

•nzima• sin la n•c••id•d d• un inductor. 

En la actualidad exlst• gran int•r•• •n el 

aprav•chanti•nta biot•cnol~gico de •ubProducto• 

·a9ralndu&trialem, 

••tan •l•nda •ubutilizada• y que nor~al•ent• •• ••n•J•n ca•a 

de•p•rdicia•. Dentro d• ~·· alternat-.iva• •Xistent•• ••t' 
la bt.ocanv•r•iOn de 
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•lcrablana• para la praducci6n •nzi•••· Asf 

encantr .. a• de•echa• can un alta contenida de pectlna,ca•a 

la pulpa de remolacha. la cAscara d• manzana y c••cara 

'de cltrlcas que pueden ••r utilizadas caaa sustratos de 

fer••ntaci6n para la producción de pectlnasas. que son 

una gran aplicaci6n indu•trial. En la lndu•trla d• 

caaa •1 d• la ••nzana y el d• la 

u._va, Y •n la •laba,..aci6n de vi nas, 1•• pect in•••• son 

u.t.lllzáda• para clarificar las ·Jugas, can la cual •• 

ell•inan los probl••as de ~iltraclón y.•• tienen •ayor•• 

rendl•lenta•. Cuando de adicionan ••t•• enzl••• durante •1 

prensada de la fruta, •• ab••rva ta•bt•n una di••inucldn 

en la vtscGsidad y un tncf"•mnta en la velocidad de 

fi ltracil!ln, 

del Jugo. 

la que par resultado una Mayar •Mtraccldn 

La acción de est•• enzi••• •• baaa pr_incipal••nte en la 
l 

d••••te,.lftcac·t6n de la pectina a t.rav•• de la pectina 

••t•r••• y l•• pal igalact.urana••• que hidral izan las en lacea 

~1,4, ~u• unen la• 11al•cula• d9 k_lda galaCtur6nica .que 

canfar•an la pectlna1 a•l•l••a, ••ta acción puede ••r de 

tipa eMa cuando ocurre en el extrmao o de tipa •nda cuando 

•• •f•c~da aleatori .. •nt• sabre la 19Dl6c~l&4• pecLina. 

L•• pectin•••• san pr~ducidas par b~t•riaa, levadura• y 
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enzi•8 •u 1ac•Ji~•ctón 

pertpl•••_tca. D••d• •I 
p•cttn•••• f6ngicas y 

•• tntrecetular. 

punt.o de vi •t.• 
en e•pecial las 

e>etrac•lular o 

co•erctal l•• 

d• 6-1111.li&a 

•an la• pr-•+•r ida.• debido a que producen 

una ••2cla de actividad•• pectinallticas 

eficaces 

.fruta• y 

en la. dl••lnuc16n d• lil viscowided de ju·goa 

••l•l••a, coaa san extracelulares, ••facilita 

Ca•a •• aenclan6 anterloraent•• la prod~cción de la• 

enzlaa• par la• •icraargani••a• ••ta controlada par dlv•r•a• 

••caniS•a•I atn ••barga. ••i•t• poca in4ar•aci6n ace~c• de 

la• fenO.eno• regulator.tos asociado• a la produccidn da 

pectln•••• par hongo•. La aayarla de la• pectina••.• •on 

inductbl••• par lo que •• hace nec••arto el usa de pectina 

•n el 

pectina 

pueden 

.. dto a de un •ustrato crudo con un alto contenida d• 

para ••tiaular su praducc16n Por otro lado 

••r sensibles a r•pr••l6n ce.t.aból lea por la 

En "•xlca el a•rcado de pectina••• •n la industria 

al l••ntarta va en •u•entat sin embar90, na se pradu·cen en el 

pal•, a pe•ar de que •• dispone de subproductos abundantes 

que cantl•n•n pectina, que se padrian utilizar coaa 

•ateria pri•• para la praducct6n de ••táa enzi•••· 

3 



Par ••t.• 
el hongo 

pect.in•••• 

r·az6n •n nuest.ro 1 aborat or i o <fue •• 1 •cc i o nado 

bucsiJ.1.ua •P•, qu• •• capaz d• producir 

ext.rac•lul•r•• cuando •• crecido a 370 e 

u~illzando un •ubproducto de 1• industria text.il, que •• la 

pulpa de henequ6n, .ca•a fuent.e d• carbono. Los <filtrada• 

llbr••· de c61ula• obtenidoa, pa•••n una actividad 

clartflcante del jugo d• ••nzana, qu• •• st•ilar a la qu• 

p~•••ntan alguna• preparaciones ca.•rciales.El hongo aislado 

•• una cepa 

•anip~lact6n 

sllv••t.re, par lo tanta, •• •ucepttbl• 

gen•t.tca para tn~r .. ent.ar la• rendi•i•ntas 

•n su praducclOn. 

• 

En base a 

t.rabaja se 

a..,.i:.si..11.l&a 

la expuesto anteriar••nte, el objetivo de ••t• 

enfoca a la obt•nci6n d• mutantes d• 

•P·• insensible• a represión catabólica y/o 

hiperproductor•• de pectina••• extrac•lulares, y sobre 1• 

aplicación de l•• mutantes en la producción de las 

enzi••• a partir de desechas agrotndustrial••· 
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2,0 ANTECEDENTES 

2.1.0 

Uno de los grupo• i•partant•• de enzimas ••plead•• en la 

induatrta, ••P•Clf ic .. ente en •1 proc••••i•nto de frutas ~ 

vegetal••• la canwtttuy•n 1•• enziaaa pectlnollticaa. E•ta 

enzima• tienen la capacidad de degradar laa austanctaa 

p•cticae qu• est•n ccmpu•&tas por unidad•• de 'cido 

galactur6ntca, 1 tgadaw por enlac•• cC-J ,4. 

2.2.0 

L•• auatanci•• 

palisacArtdas que 

todas loa tejidas 

tntercelul•r••&·•·•· 

pktica• son ur. grupo complejo de 

se presentan en cantidades variables en 

de piántas, actuando cama cem•ntant•• 

Loa grupos carbaxtJo del •ctda 

paligalactur6ntco pueden ser parcialaent• esterificadas 

par grupa• metilo a parcial a totalmente neutralizadas par 

una a m6• b••••· La p•ctina •• pr•••nta primariam•nt• COMO 

pratap•ctina, que •• tnsalubl• en agua. 

S• r•ft•r• a Acidas p•ctfntcas cuando la mol•cula 

contiene una p•qu•«• parct6n d• grupos m•til ••t•r, sen 



capac•• d• fara&r g•l•• 

can~•nlda d• ••~axila e• 

con. azdcar•• y 6cidas. Si el 

baJa. la faraaci6n del 9•1 

requiere la pre••ncla de cierta• ion••· 

El t•r•ino p•ctln~ •• utilizado para d••lgnar a lo• 

Acldas pwctfntca• con un grado variabl• d• grupos ••tll 

.. ter y de neutralizacl6n, son capac••.d• for••r gel•• 

can az6.car•• y 6ctdos bajo condicione• apropiadas. El 

Ai:ldo P•~tlco •• el na.br• aplicado • la• •u•tancla• 

pkttcas que ••t.An escencial•ente libres de grupos ••ti l 

.. ter. 

La• 9rupo• carboxtllcaa del Acldc galacturónico •on 

e•~erlflcadaa can metanol y su contenido depende de la 

fuente de carbona de la que proviene y del ••todo de 

extraccl6n e•pl•ada. Dentro de estas polisac6rido• 1 

t&abl6n han atdo aislado• y caracterizadas azdcar•• como 

L-ra•no••• L-arabinasa, D-xllasa y L-fucosa ~.•• 

La• •u•tanci•• p6c~icas san salubl•• en agua e 

insoluble• en compue•ta• argAnicosJ la +acilidad d• 

dtsoluct6n disminuye con+or•• au•enta •1 tamaRo de la 

'cadena, far•an~a •aluclan•• alt .. ente visea•••· Esta •• una 

'propiedad tiattante en el procesaalento d• los jugo• de 

frut•• y veg•tale• 1 debida a qu• la pr•••ncia d• p•ctina 

favarec• •n lo• jugo• a la for••ciOn de •u•p•n•ian•• 

calaidal•• de vl•casldad alta, dificultando la fll~rac16n 

d• las •i••a&. .,, 
6 



2.3.0 i:••••t •cec•on d• ••• PKtLDaau • 

BAslc-•nt• 

p•ctl.nalltlcaa 

existen 

: • Las 

do• tipo• 

p•ctlna 

en2i••• 

y ••• 
d••poll••r•••••· Dentro de ••ta• tipas•• •ncuent~an 

claal•tcad•• las dac• actlvld•d•• que •• han detectado •n 

planta•, bacteria•, levadura• y hongaa, aunqu• no tada• •an 

praductda• po~ un •l••a argant••a. I.88L6l • 

La• p•ctina ••t•r•••• CPEJ hidrallzan las •nlac•• ••tll 

la pectina, dl••lnuyenda su grado 

•eta>il laci6n 

+ Cll¡ 

_PB --· ~o-Q-
n n 

Pectina le. poligalactur&üco 

D• acuerda aJ •ltia de ruptura, •• cla•t•tcan en tipo exa 

cuando la accl6n ocu~r• en· •! extre•a d• la pectina 

liberando prlncipal••nte grupas reductor•• y •• dena•lna 

•• realiza •l•atortam•nt• 

•abre la W1al6cula de pectina,. ce.usando principaJ.m•nt• la 

dl•11lnuct6n d• la vt•co.•ldad en una •oluct6n de pectina, 

Y •f•ctan paca la llberacl6n de grupos r•ducta~••• es par 

••ta que ••t•• •nzl••• san la qu• ofrec•n maynr lnt•r•• 
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Industrial. 

Las poJtgaJacturona••• CPG) catalizan Ja htdrdll•I• del 

Acido poligalacturdnico d• una 4or•a •ndo. a •xa. 

n 

lle. poligalacturelnico 

Las endapaligalacturana••• acttlan hldl'Dllzando 

aleatori .. •nt• la pectina o •1 &cido pallgalacturdntca, 

abtent6ndas• all9aur6nldo• d• ••nar ta•aKa, Jo cual •• 

en una di••inuci6n de la vi•co•idad de una 

•alucl6n de pectina. L•• exapallgalacturona••• rm1p•n lo• 

enlace• 91 icaaldicos te¡..•tnal~• cC- J 1 4, 1 tberando .Actda 

galactu,.tlntca como· pr-oducto. La• pot·tgalacturonaaaa aan 

producid•• prlnctpal••nte par hango• y actlllan a pH d• 4.0 

.... :s •• ,.. 

La• pectinolt•••• CPL> catalizan •1 ra.pi•i•nto d• las 

enlace• glicaSldicas cx=-1,4 de las •ü•\anctaa p•ctlcas y 

altgagalacturontdaa par et procesa d• trafta•li•tnactdn, 

aan prqduclda• par bacteria• y alguna• requieren de tan•• 

dlvalent•• para •u actividad •• ,.. 

e 



n 

PL - ~·ó+ 
• º' 

&c. galactur6nico 
insa:turado 

Z.4.0. 

La• enzl••• p9ctinallttca• •an ••Pl•adas para una gran 

variedad d• praptJtlitas. Entre lo• prf ncip•I•• ueo• •• 

·encuentra el Prace• .. l•nta de fruta• para lncr•••ntar la• 

rendtaientas en la extracct6n de ju9os 1 fac i 1 i tAndaae. la 

extracct6n de las sustancias •olubl•• d• la• c6lutas par 

la accllJn de la• enzimas, Y•· que ••t••· act~an 
desintegrando •1 tejida de las frutas, permitiendo a•l una 

Nayar 11beracl6n del ju9a •• 

Las pectln•••• favorecen la clarlf lcacl6n de los Jugos, 

ya que degradan la pectina presente, formAnda partlcula• 

•u•p•ndlda• que •• aglomeran formando f 16culas que san 

re•avldaa .par centrlfugacl6n y filtracidn. 

Otras apllcaclan•• de las pectinasa• se encuentran en la 

clarlficación ·de la• vino•~.~~• en 1• preparacidn 

en el 

~ra~ .. t•nta de la pulpa de caca y la• acei~una• para 
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tncr•••nt.ar 

acett. .. , •n 
la• rendimlent.as •n la recuperacl6n del 

la li•pi•z• d• la cA•cara de frutas para 

•u u•a •n canftt•rla&ol tambt•n se utilizan para el 

trat .. t~nta d• aad•ra• blandas, fibra• textiles, 

cAffa•a y yul•a.&&• 

llna, 

2.!5.0 

La• pectina••• •an pradu.cid•• por una gran varl•dad d• 

•l•nda los hanga• las •lcroorganl••a• I~ 

•icraarganl••a• empleada• .a gran ••cala debida a que.sus 

•nzt••• san extracelularea y a que producen principalmente 

endapal lgalacturon••••• que san las que pr•••nt·an Mayar 

aplicactón en la industria. La producción comercial de' 

pectina••• •• 

utt 1 lzada• •• 

11 eva a e aba •_mp l eando ••p•c t •• d• l 96nera 

&•.&•I entre la• mtcraarganisaas ••• 

encu•nt.ran 1•• c•p•• a...D.J.uc. , A..tl&DU. , 

A~tiue. •l•nda A...ni.9tl: .. •I de 

••yar l•partancta camerclal actual. Tanta en 3ap6n caMa en 

Estada• Unidas y en a'Jgunas paltl•• d• Europa, la 

producción de · pectina••• •• 1 l•va acabo Mediante el 

10 



cultiva •u••rgtda y •••i•6Jtda ••• Ca•a •uente de 

carbona e tnductar ••utiliza la pectina y •atert•l•• que la 

COllD son loa •ubproductas 

tndu•trialtzact6n de. la r•aolach•• d•l lt•ón Y d• la 

l.M'ª J DISTRIBUCIDN DE LAS ENZIHAS" PECTINOLITICAS 
EN ALGUNOS NICROORGANISHDS. 

HICROOROANISltO 

•eg; f 1 .... •a.. 
El:1&111J.&-&9r:.DiAea 
E&-l;&J:ÜQllm:& 
f!llal&llam!D& 
aAC.111.D&lla 
llalü--. 
s•pgt.J:i,a 
CJ.CUIU:i.llilla 
tu1llJ..t•rw•nt&Jla at..,.iu.--
n t t rn•a.a~ 
Y.ci.cbDu1:11a 
kan.J.DSl.U.. 
blilltlUlllLL.D.l.aal: 
UIUICSlllll~illl 
e.n..t.üllilla 
dJ.aiut.J&• 
fil&glUIL.SQL&lú. 

PE 

• 
• 
• 

• 
• • 

PO 

• • 
• 

• • 

f'GL 

•• • • 
• 
• 
• 
• 

• 
• 

Pl1G 

• 

• 

PltOL 

• 

• • 
• 

08 

• 

la 

OGL 

• 
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2.11.0 

Laa pectina••• •an g•n•r•l••nt• enzi••• inducibl••• la qu• 

hace nec•••ri• la adición de pectina a suatrato que Ja 

cant.•nga para ••ti•l&l•r •u bio•inte•i•. Estas enzi1nas 

pued•n ser producida• canst.ttutivm1•nt.e y taabl•n pued•n 

••r senatble• a r•Pr••ibh catabdllca. 

•• A cant.tnuacltln 

regulatarla• de 

y hangas. En 

la praducctbn d• p•cttnasas por bacterias 

bacteria• se ha reportado Ja praducctbn 

can•t.tt.uttva d• •ndopaligalact.uranata liasa en 

<acAúnmC& 

inducci6n 

1 ad•••• estas •nzimas ••t6n suj•t•• • 

y represtdn catabólica, co•o fu• 

d••oatrado •n 4•r••ntact6n batch, en dond• •e ob••rvd 

que existe velocidad diferencial de far•acibn de en1i•••• 

la cual fu• baja en presencia de glucosa, alta con 

glicerol y •As atta a~n can p•ctato COMO dnica Tuente 

d• carbono. A•i•l•ma 1 se ab•ervtl qu• et efecto de 

r•pre•it.tn ••n la stnt••i• de endo PGL estA asaetado 

can la di••tnucitln d• AHP clcltco tntracelularao. 

En ~llu• •\lb:Ul..J.a 1• producct 6n r111Axir•• de 

pallgalacturanat.a 

de gluco•••o• 

canstttuttva•net.e, 

lta•a IPGLI 

.B!.llQJ.1.91.Xia 

pera ad••••• 

•• ll•va·a cabo en presencia 

t .. bt•n produce PGL 

cuando utiliza pectina 

ca•o fuente de carbona, •• lnduc• la pectina ••~•r••--· 

En. hangas 

regulatartas 

a6.n 

d• 

cuando son ••no• conocidos las aspectos 

la slnt••i• de pectina•••• •• ••b• que 

12 



alguna• pued•n ••r producida• can•lilutivam•nte, cama la• 

endopoligalac~uron•••• d• aapCJ:s.i.Llu• ••i..t.Q.i. qu• •• 

for•an •n au•encta d• la• austancta• p•ctlc••••· 

Cuando B.sQJtcs.UlJ.lL..-DJ.stt.c:, crece en un m•d i o· con 2% d• 

sacarasa y 2S d• pectina, las pectina •sterasas, las 

pa 1 i ga I acturona••• y la• palimet.ilgalacturonaaas san 

producid•• cuando la 

r6pid•••nle del medio 

para la praducct6n d• 

represt6n cataból tea 

concentraci6n de sacarosa disMtnuye 

de cultivae. Tambi6n ••ha 

poligalacturonasas e• s•n•ibl• a 

por interNediarioa de la 

gluc6li•I• 

traducct6n 

••t.•bl•··· 

y que 

puea la 

la repreaión paree• estar a nivel de 

medición de las RNA m•nsajeros fu• 

2.7.0 ~ü-l&i~il~it-llA~~hl~==u~~n 

11.e-ltD.Zi.11&9 

A trav•• de la manipulaciOn gen .. t.ica •• han obtenido 

mutantes que presentan alteraciones en sus caract.•rlsticas 

niarfoltJgicas. eat.ructural•• a funcional•• •n co1aparacidn 

can la111 c6Jula• pa.dr••· El deaarral lo de un micr·oor·gani•mo 

tndu•trtal, partiendo de una bacteria u hongo •ilv••tre 1 

exige catftbia• que eliainen propi•d•d•• no d•seabl••• 

tncre11enten 1•• adecuad••• ·a introduzcAn otra• nuevaa. La 

•Ut.ag•ne•i• •eguid~ por una subaecuen~e selección y 

purtf icact6n repr•••nt.a la actividad mAs importante pa~• 

Jagrar incrementar la• rendimiento• en Jaa productos de 
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.f•r••ntact6n, ya la tndust,.ia la• alt•• 

praduc~tvtdad•• •an e•c•nct•I•• para reducir a •ant•n•r las 

caato• d• praducctdn. 

Adn cuando 

••pantA.ne .. ent•, 

exp. 61 ••ta 

conaiderableaent• 

laa •utaciones pueden ocurrir 

•l orden en el que acurr•n es de 1 x 10 

frecuencia puede ••r tncre•entada 

flatcas y qut•tca•, co•o lo son entre otros, el Actdo 

nitrosa, ••ttl etano aulfcnata1 N -mettl- Na- nitro- N­

nttra•aguantdina, acrtdtn••• luz ult,.avlaleta, y las 

radtactonea tantzant••· 

Extaten en 1a· literatura, •J••Ploa d• •nzi••• qu• ••ha 

lograda tncre•entar la• rendimtentaa en •u praducct6n p~r 

••dio de 

tran•c•rbaatl•••• 

la htdraf6lica 

que ha atdo incrementada SOO vec••••• 

r·eductasa 200 veces... y la 

glucaamil••• 1.6 vece•••· 

La cepa• hip•rpraductoraa qu• actualment• •• utiltz•n en 

la industria, •• han obtenida a partir d• auceatvaa etapa• 

de mutact6n y aeleccldn 1 eatre ••tas •• encuentran laa 

aalla•aa 1 que actdan htdrolizanda •I al•tddn a glucosa. 

Eata• enzi••• ~· producen prtnctpal••nt• por ~1..1\Ul y •• 

producen 

_,, .... canJuntamente con l•• prot.tta•a•. l .. a praducct6n d• 

de a. •llbL.il.J.S-lf&l:llalU:a 6160, •• Jogr-i~ 
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lncr•••ntar de ll U/•l a 2~30 Ul•I con la au~ant• PPl3 y de 

prot••••• d• ~a 382 Ul•l can la·•utant• YYJe4••· 

Otra •i•t.••• •ultlenzl•Atlca que ha sido •uY ••l\tdfiada, 

•• el c•lulalttico, d•l cual •• han obtenido por 

1111tacian•• •uc••lvaa de 1.· r•• .. L c•pas hiperpraductoras 

y/o tnaenalbl•• a repreal6n catabólica. 

•utant.9• hlperpraductara• encontrada• est4 la RUT-NG14, 

qu• preaent.6 una act lvldad para d•gradar •l papel f,l ltr-o 

de 15 Ul•I can rewpecto a 1 U/•1 producida par la 8"6• <capa 

al lveatr•I y la RUT-C30 9 qu• ade•6• de producir Ja •i•••· 
actividad q11• RUT-NGl4, •• in••n•lbl• a represl6n 

cat.a61lca par glucosa y glicerola7• 

L.....J:ua&i. llH6a 

1 
RUT-C30 

cree l da a 37 .. C 

•utantea l 
hiperpraductora• 

¡ uv 

RUT-H-7 

¡ NTG 

RUT-NGl4 .¡. 
RUT-C30 

l 
taUtant•• 

cana ti tutlvas 

l 
•utanl•• re•t•t•nt•• 
a lnhlblciOn ,por 
producto f l nal, 

Genealagla d• •utant•• can alta• 
~•ndl•l•n~a• de c•lul•••• •n X... 
l:fta&1 • 
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Existen otra• .•t•t•••• compleja•, 

dand• hay paca tnfar•actón d• trabajo• •abr• manipulactdn 

•utantea que puedan. contribuir a un ••yar canactmtenta de Jaa 

t .. bl.,_ e• i•pa~tant• tratar d• i_ncre•entar la• rendimiento• •n 

la praducci6n d• e•t•• •nzi••• a trav•• d• la •utag•n••i•, 

can fin•• de aplicacittn induatrial. 

Ja cepa de A~ail.J.U •P· 

que ut t 1 t zanda, fu• aislad• de una d••fibradara de 

parti.r d,• pectina )' d• 11ub_praduc~o• a9ratndu•trtal•• que la 

canti•n•n. cu Ando crece en un m•dta que cantt•n• pulpa de 

henequ6n ca.a •U•nt• d• carbona, produce p•clina•a•••• qu• 

•an ••Jar•• que alguna• mueatra• cam•rclal•• para cl~rtf-tcar •I 

J uga de •anzana, •ienda ••ta una de 1•• apllcacione• Can ••yor 

deNanda en la tnduatrta. Nueatra cepa d• a.aac.ai..11.ua produce 

agratnduatrtalea que· cu•ndo cr•c• •n pecttnaf na obatante, dead• •l 

punto d• vta~a pr~ctica 1 

htperpraductaras. 

reaulta 

En trabajo• realizado• previa111ent• cor1 Sia¡utcaillu •P• c,.•cido 

en pulpa de heneqµ•n, •• tncretaentd !5 vecit• 111 actividad rn•dida 

par vJ•ca••••trla 
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relacl6n al cantral sin dializar••• prababl•••nt• debida a 

la •ll•lnaci6n d• •al•cu~a• dializabl•• pr•••nte• en la pulpa. 

Par atra lada, al ••pl•ar p•ctlna ca•a •u•trata, •• ab•erv6 que 

cuanda •• acu•ulaba~ la• grupo• re~uctar•• en el media durante el 

cur•a de l• fer••ntaci6n 1 la praducci6n de la .actividad 

pec:tlnalltlca fue WtUY baja, pero lagró incr•••ntar•• al 

di••lnulr la• gr11pa• reductor•• en el .••dio durante el cur•a de la 

f•M1enlaci6n. Pa•t•rtar••nte •• d•taa•lr6 qu• ~ata acu•ulactdn 

na acurrla cuando •• ltatta el •u•intatra de pectina en un 

•i•l••• de cultiva all••ntada d• 6-Q9e.91.J.ll&a •P·•o• en· dand• 

•• ab••rv6 que al no haber acu•ulact6n,- la act tvtdad producida 

•• tncre .. ntatia alrededor de 10 vec•• en r•l•ci6n ~· control na 

ll•ltada de pectina. 

Par la anteria11ente expu••to, •• consideró relevante, la· 

•Utag6n••i• d• A~aJ,l.lila wp., can el fin d• obtener mutantes 

hiperpraductara• y/a in•Qn•lbl•• • repreaten catab6lica can 

••Yar capacidad de praducct6n d• pectina••• extracelular••· 
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El •tcraarganta•a 

hongo perteneciente 

"ATERIALES Y "ETODOS 

qu.e •• utiliza en ••t• estud:lo 1 ••un 

al g•nero .Aua.cail..lua ••, que 

fu6 aislada y ••leccianado a par~ir d• mu••tra• d• •u•Jo 

de una planta d••ftbradara de henequ6n •n eJ E•t•do d• 

Yuca~.t.n, par la capacidad que tiene de producir pectinaaa• 

·~tracelular•• a 37•c a partir de pectina y d•••choa 

agratndustriale• ••·••·••• 

3.2.1 tlad..iGJLQ&e• l • pcauaai:.J.On y SQ.DUClt&l:~D-0 

t:.aJl,119. 

A: La• cepa• •• conaervaran en pJac•• con medio ~. 

Para el ai•l-iento y pr•"el•cct6n d• mutant.e• 

hiperpraducta,.••• placa• «f• la• •i9uien·t•• media•: 

B: ..tl8d.J.~llA~cUl <medie coapl•lol:•xtracto 
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de levadura IS, peplana 1-,C., 9luca•a 2lf. y aga~ aS.El pH fu• 

ajustado a 4.S cDn •o~. de H2&<>4 

e: 
25 d• una, saluci6n aalina COMPU•Sta 

KM.PO.., o. 2'1U 

al. cual •• adicionó pectina 1Ntt..1.so.,,o.2s1 

al 1S y agar 

HaSO... 

al zs, el pH fU• ajustada a 4.~ can sal. de 

llmU.ll D: .tllt.d.1 o de *PCll&e~D--dR--b&lA : Se prepararan 

placas can 29 •1 de ••dia igual a •e•, p•ra can P•ct l·na al 

o.2ss, •6• 250 pg d• ciclohexiaida por mi d• ••dio. 

t:l941R E: H•dia para el atsla•iento d• Mutantes insensibles 

a represl6n cat•bólica, •• igual al m•dia •e·~ p•ra 

supl .. •ntada can gllc•rol al 1S. 

HUJ.a• dp pcad.ug;i..d0 dp Pm:.Uruaaas. • 

F: E.l ••dio de labarat.orta para la producción d• 

actividad pectlnalltica en •atr•z, canten fa: 

l<H.SO.. O. 2SI K•HPO.., o. 2S 

CNK.laS0. 1 0.2S y pectina al 1S o d•secha• 

agratnduBtrtales al 1~.La cancent.ract6n d• Ja fuente d• 

carbona varió d•p•ndiendo del experi••nto.El pH tu• 

aJu•t•da a .4.9 can •al. de H.so,,. y fuer-on 

••t•rlltzadaa a 121°c y 15 psi durant• 15 mln~ 

tladiD G: El ••dio industrial para para la prcduccidn d• 

actividad. pectlnalltica en 4eraentador d• Jq l. contenta 

l•• •lgulent•• ••1•• grado tndu•trial: 
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KH.P04 0 0.2%1 KaHP04,0,2%1 

CNH.>aS~, 0.2%1 cA•cara d• liMón '*> al 

1S y 10 L de aguad• la llave.El pH inicial fu• ajustado a 

3.S can •al. de H~so~ y fueron ••terilix•dos a 

121ºC y 20 pSi durante 30 minutas. 

C*> La c .. •cara d• l·i•On •• un subproducto d• le. 

indu•triAlizaciOn li1nón 1 

Teca•A.n ,Calima y -fu• ••cado a la intemper·ie .. 

3. 3. o ll1U.ad..ll..Jl~LAdnallJ.a 

-69.ll~a.Ll.lu.a •P fu• crecido •n placas con m•dia •A•.A 

la• 72 h •• recolectaron las esporas en 13 mi de buffer de 

foa•fatas 0.1"· a pH7 haSt.a tener una .. d•n• i dad Opt lea d• 

0.2. Se tam6 un al. de ••ta suspensi6n y •• hicieron 

dilucicnaa aartadaa an ~gua destilada e•l•ril para sembrar 

•n placas can Media•e• y •• incubaran a 37•c durante 72 h. 

Se canto el n'1••ro de colonia• na muta9enizlld•• par·• 

obtener la cuent.a inicial <100% d• •obreviv•nciaJ.Sa 

m•zclaran 9.S •l d• la wu•p•nSión celular d• 0.2 de o.o. 

can o. :5 

tNTG>* a. una cancent.raciOn dtt J1a9/111l. S• d•Jó actuar por· 

120 mln 1 tornando al lcuotas d• 2 1nl cada 30 min. Se 

adicionaron 10 ml d& sal. salina ••t•rtl con Tw~•n al 2%, 

•• c•nt.rifugaran l•• c61ulaa du~ante 15 ~in.a 10 1 000 rpm, 

e-blanda 3 veces la. •aluci6n salina.S• resuapendi•ron en 

2 mi de ••dio •a• liquido y qu.e ade1nAs cont.ien• glice-roJ 

al 2os. S• tomaran o.s mi para hacer diluciones ••riadas que 
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·. 

fueron sembradas en placas qu• contienen eJ rnisrno raedio 1 •• 

incubaron 96 h a 37•c y se cant6 el n~mero de colani&• 

sabrevtvientea a la acciOn del agente mutag•nico. 

En baae los dato9 obtenido• &• tr•ZO una curva para 

determinar el porcentaje de colonias sobreviviente• con 

respecto al n~••ro de colonia• inicial•• <JOO~>.D• esta 

manera ae deter•in6 Ja concentración y tie•po dpttma 

de acctOn del •ut•geno. 

<*> la solución de NTG se preparó pesando JOmg de la 

misma y se dt•alvieran en 10 mi de sol. re9uladara de 

fosfato• o.tH y pH ~.S• esterilizó por filtración y se 

ta••ran o.s mi para cada 10 mi d• medio •a•. 

3 • 4 •O J:lilcul~CA-J.~UltJ.Kc:.ilÜl...JllLIU&UEÜU 

hi ... CJICJlll.Llc:.t.=-

L a• esporas •~tagenizadas fueron propagadas en placas con 

••dio •A• e incubadas a 37ºC durante 72 h, despu6• •• 

tamaron colania• al azar, las cuales fueron ••triada• en el 

••dio •e• y •• incubaran las placa• durante 72 h a 37°c. Una 

vez crecida el Microorganismo, •• taNO un cilindro d• 3 mm 

de diAm•tra con un sacabocado, el cual fu• transferido 

en condiciones eat6ril•• al tft•dia •o•.· Se incubar-on laa 

placas a 37etc duril.nte 48 h. Par dltimo &e adicionar·on a. 

las pl•cas 2 •1 d• sol. Alcah6ltc• d• yodo al 1% para 

revelar lo• h~lo•.Con ••te m•todo •• pr•sel•ccionaron 

aquella• colonia• mutagenizadas que forma~on un halo de 

hidróli•i• ••Yor que •I de la cepa •ilV••tre. 
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3.!S.O 

i.DUn.1Jüa• a r•~-1 On ppr 9 1 U::acQ.l • 

3.4.01 la diferencia e• que al •eclta•c• •• ad1Clan6 

gl lceral ill 1s. En ••tas candiclanes la cepa silvestre na 

:fue capaz d• -for••r hala• de hidról lsia, debido a que el 

glicerol r•prlal6 la afnt••i• de •u• pec~lna•••· Sin 

••barga. •l <fu• powlbl• preselecciona1" a laWl\&1:.&ht.•• que 

par ••r ln••natbl•• pudieran laa halo• de 

hidrólisis. 

3. 6. O eJ:a.dwo~AD-AL.ll&lá.UU&S • 
• 3.6.1 e.capac~'•n d•I toAQllR • 

El micraarganlsma fu6 cr•ci4o en placa• da ••dio •A•, 

d• 72 h da incubaci6n, •• prepa~d un• 

•U•p•nsl6n d• ••paras •n agu&~••~ilada ••t6rtl haata. 

obtener una densidad Optica ta~al da e.o. 

Hatrac•• Erlenm•Y•r d• ~00 mi conteniendo 200 ••· de media 

•F•, fueran lnoculadoa con 2 ml. d• la susp•n•idn d• 

eaparaa y fueran incubadas 120 h a 37ºC en un agitador 

rotatorio a 200 rpm. Durante la f•r••ntación •• taMaron 

allcuata• d• 10 •l. a di-fer•nt•• ti••Pºª' las cual•• 

fueron centrifu9ada• a 3,500 rpm. duranl• 1~ min •• En el 

aobrenadant• •• d•t•r•ln6 la actividad p•ctinolf~ica y 
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•n •1 pr•cipltada la prot•lna intrac•1ular. 

a. 6. a ecaw::i:..1AD...J1a_ai::U>U.u!Llla"i..Dcü..LL.1..1:;&-tt.D 

:f.a~t..ad..llr:. • 

Se utiliz6 un f•r•entadar de vidrio Labrai•r• 1 marca New 

Brun•wlck con jarra de 14 L y 10 L de m•dla G caMa volu••n 

de trabajo, can tr•• l•pul•are• tipo turbina ••i• paletas 

plana• y cuat.ra bafl••· Dl•ens'tane•: diAin•tra del latpul•Dr 

'1.2 e~, altura d• palet.a 1.S cm, ancho d• paleta 1.8 e•, 

d:lan. interno de la jarra 20.S CM 1 altura del liquido 28.9 

cm, altura d• la jarra 4S cm y ancha de ba-f 1• 2 cm. La 

lnaculactón •• 1 levó • cabo con SO mi. d• la 

•u•p•n•i6n de ••por••· Las +•rmentaclon•• •• mantuvi•r·on a 

3'?ºC can aglt.aclOn de 200 rpm. y aumtni•tro de alr·• de JO 

1/min. a una. preslOn dee 1.05 Kg/cm exp. 2. Durante la 

fer••ntact6n ae to•aron •u••tra• de 100 ml. 

••c•ptica, 60 mi. fu•ran centrifugados • 3 1 SOO rpm. 

durante 1S •ln. En el sabrenadant• se det•r•in~ l• 

protelna •xtracelular y la •~ividad pectlnolltica y en 

•1 precipitado •• deter .. in6 I• pr':>tetna ir,lr-ace-lular·. 

3. 7. O llJIU11:111iil•c: i On de 1 &..a1:illt.l.llAILl2a"i..Dll.J.J.t.1J:.& 

a. 7. 1 8.l:illt.l.dJlld...lla"i..Dll.J.lliJ:L.1U1c.._ar:.llll~&llw::1':1r::.aa 

La actividad fu6 medida •n el &obrenadante por el 

••~ado d•l •e.ido 2 1 3 dinit.roaaliaf1·tco CDN&>••• 

de~•r•i nanda la concentraci6n grupo• r·educt.ar-•• 

•olubl•• producida• par la acción de las pectin&•as. La 
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mezcla d• reacción conti•ne 1 mi. de solución d• p•ctina 

al 0.9~ y o.7 •l d• buffer acetatos 0.17 Na pH ~. Las tuba• 

d• ensayo can la solución fu•ron prvincubados, en baño 

Harl• 1 a 4~ºC por S,mln •• Despu~s so adicionaran 0.3 mi 

d•l filtrado, exceptuando las blancas y •• incubaran• 4s•c 

durant• una hora. La reaccldn fu• d.•t.•nida con 3 mi de 

la •Dl. DNS. 

adicionaron los 

Des pu•• 

o.3 .. 1 

de aR'adlrle •l .DNS a las blancos, •• 

d•l filtrado corr••pondi•nt•. A 

cantlnuación los tubas fueron hervidos durante S •ln., 

enfriada• a te•p•r~tura Ulblente y •• adicionaron 15 mi d• 

agua d••lllada. S• tomo una alfcuota d• 4 mi. Y•• 
centrlfu96 a 3 1 SOO rpM. durante 15 min •• S• leyó I• D.O. 

a ~so ftm •n un fotocalorlmetro Bauah ~ Lomb. La 

cancentraclón d• grupos r•ductar•• se calculó a partir 

de una curva eat&ndar d• Actdo galacturdntcc. 

3. 7. 2 &l:U>ú.d•d p•o;.U.nlLl..U.1':&-JU:IC-lÚ.ll.l:IUIJ.JIUc.J.a 

E•t• ensayo •• utilizado para det•rminar la acción d• 

las pectina••• por media d•l ca•bla •n la fluidez relativa 

de una aaluctdn d• pectina. En ••l• m•tado •• uttlt2d 

un vlsca•l•etra Cannon-F•n•k mantenido en un ba~o d• agua 

a 3o•c. Se adicionaron 10 •• d• una •aluct6n de p•ct in• al 

t• en buffer d• acetato• 0.2 N • pH 4.2 1 la cual fue 

pr-•inc:ubada durant.• 

adtclanaran o.e: mi. 

JO 

del &cbranada.nt·lt enzin14t ice a 

•aluc16n de pectina, •• •••ció vi9oro•amente la m•zcla 

de r•acclón que d• tn••dlato •• adicionó por •1 tubo 

la 
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ancha al vi9caal••tro y •• aplicó aucci6n por el tubo 

ang~•t.a haat.a qu• la aalucl6n qued6 por encl•• d• la 

linea .•upertor •arcada en el vl•coafaetro. Se •idi~ el 

t.teapa de •flujo de.la •oluc.l6n al bajar pur las lineas 

•uparlar • inferior. La ••zcla de reacci6n •• •ubid 

nuevalittnte ha•ta arriba de la linea auperior y •• •idid 

nu.•v-nt.• el ti••pa que tarda la •aluct6n de p·ectlna en 

bajar de .. bas lineas. La operaciOn •• repitió 4 veces 

durant.9 10 •tn. de tl••pa t.at.al de r•acclOn. 

El blanco del auat.rat.c y del agua •• prepararon 

adicionando a un tuba 10 al de la solución de p•ctina 

•A• o.~ ••· de agua y 10.5 al. de agua respectivamente. 

Las tuba• fueran prelncubados 

durante 10 •.in. y •• •idi6 en cada uno •I tie•pD de eflujo 

pra•edta. •• 

Las c•lculo• •• reali%aron d• la •igutente Manera: 

Fr • CT•-Twl I IT~-Twl 

Tn • 1/2 <Tt. I 60 ••gl•in) + Tr • <Tr/120) • Tr· 

donde: 

.Fr • Fluidez relt.lva de cada tl••PD de ~•acción. 

T• • Tl••pa de •~luja pra•edta del blanco de •u•trato 

en segu.nda•. 

TM • Tl••P~ de •flujo pra•edlo del-agua en segundo•. 

Tt. ~·Tteapa de •flujo de la mezcla de reacci6n en 

•egu.ndas. 
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Tr • Ti••Po de reacción dewd• la adición d• la en­

zi•• •l •ustrato hasta cada Inicio d• la aedi­

clón del tie•po d• •flujo en •In. 

Tn • Tl••po de neacci6n en •inutaw, m•• un ••dio 

del tiempo de eflujo en •inutoa. 

Con la• valor•• obtenidos, •• calcula la fluidez r•l•~iva 

para cada una de los tiempos de reacción. Se grafican los 

valar•• de la fluidez relativa en las ordenada• y de las 

ti••pos de reacción •n las abcisa&, la pendian·te de la 

lln•a recta obtenida corresponde al caMbio de la fluidez 

relativa de la aaluct6n de peCtlna por minuto. 

Una unidad d• enzi•• pectinalttica productrA un ca•bio 

en la fluidez relativa d• 0.1 por segundo en la• condicione• 

de •n••>'ª••• 

3. 7. 3 6':U.Ud.a• p•a::.a_i::uc.J.:U.i:.ar • • •~anuo.a . 

E•l• m•toda •• ba•a •n· la acción clarificant• d·e· ·1aa 

pecttn•••• •abre 

valdmen de jugo 

el jugo 

filtrado 

de manzana y fue medido por el 

durante 60 

slsteNa de reacción contl•ne 100 ml de jugo de manzana 

Cstarktng• obtenido en un •xtractar da jugo• dam••tico y 

un .. 1. de filtrada can una conc•ntraci6n de protefna de 

apraximad .. •nt• 3S ~9· 

durante 30 mtn. con 

reacc16n 

atn. a 

Las matraces fueran incubado• a 4SºC 

agitación li9~ra y se d•luvo ~a 

••traz· a un baKo de hivlo durante S 

S• filtr6 en papel Watt•an No. 2 1 

2? 
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·•ldlenda durant• diferentes ti••pa• el Valumen de jugo 

ofi ltrado. Para cada •nzayo +u• nece•ario correr en 

paralelo un cantral ain enz1•a. 

3; 9. O Jlllti&r.al.o.ai:;J.a....d• 1 • Pl:.Glli.DILttXt.r:Güll..lar. • 

Se htza la determinaciOn en el sabrenadante d••pu•• de 

ser dializada en Nenbrana& de c•lulasa can un corte de 

12,000 daJtan• contra agua a 4ºC durante 48 h y can 

agitact6n. Se determinó la prot•fna por el m~toda 

aadificada de Lawry•~• ta•anda allcuatA• de 0.2 ml. y 

llevando a un vo14m•n d• 1 ml. can agua de•tilada. 

3. 9. o llaUcmi.Dai:iJ:ln d • • .._¡u:cú,lt.lll&...ill.Lc..ac:.a.llll.JOc • 

El precipitada celular de 10 mi d• media de cultiva fu9 

re•u•p•ndida en 2 mi. de Acido triclaraac•ttca <TCA> al 

10"' •• 

tiempo, 

d•JO repa•ar 24 h a 4 °c. Tran•currido ••t• 
las mue•t.ra•·fueron homaganeizadas durante 13 mtn. y· 

centriofugada• a 3,500 rp1n durante 15 rnin. S• •limind el 

•abrenadant• y •• 

centrtofugAndalo 3 vece• 

precipitado abt•nido •• 

lavo el precipitado c•lular 

con lO ml de agua destilada. El 

re.auapendiO •n NilOH lN y agua 

de•ttlada en una praparCton o.e-1.2m1~ 1 r-e•p•ctivamente. 

Se tomaron voldMen•• de 0.2 y 0.5.roJ. para d•t•r-mlnar la 

cancentraci6n d• protefna por- •l m•todo modificado de 

Ante• d• le•r- I& D.O. 1 

centrifugada• a 3~00 r-pm. durante 13 min •• 
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3.10.0 Jldtu:aJ.oac ton d• 1 • can~n!.c.ac: ton 4llac1.L..dtt 

u\UHlL.CUw:t.ac.• en el ••dJ.a de c;u.lli~i.bc.L.Jle. 

Se 

•• 

c••u•·· 
d•t•r•ln6 la concent.ración d• grupo• r•ductores por 

••t.odo del DNs·... El •i•t••• d• reac:cldn 

canten la 

•al. de 

0.5 •I d•I ·sabrenadant•1 0.S•I de agua y 3"'1 de ~· 

DNS.. El blanca •• preparó con un •1 d• agua, 

•lgulendo laa •is•as pasas d•scrltas •n 3.~.1. 

3.11.0 .Dlti•r•lngtAD,_d•I pH OpttllD-d• •• •c+iyid&d 

pecUnQlU~& • 

S• utilizaran buff•r• de acetatos a valor•• de pH de 3,~.s 

y 6 a una canc•ntr•cltln 0.17 f1 y o. 2 ti par·a determinar· la 

actividad pecttnalltica por grupos reductor•• y por 

vlscaalmetrla, r••P•Ctivam•nte. La• valar•• de pH al 

Inicia y al final d• Ja r•acct6n fueron la• ml•mo•. 

3.12.0 IUU.Lai..L.dt-ü!• •"'U:IUl&d&DU>• en cQJ. ... QA-Sagb.ad.JI><. 

Ci:UI • 

Las wabrenadant•• de cada uno de la• ti•MPD• de 

fer•ent.ac16n obtenido• •n pectina •ueran pasados a trav•• 

d• una calu•n• d• S•ph•d•x G-1S de 1.e e• x 2S cm. L& 

pr-at• f na +u• 

fraccian•• de 

una d•n•idad 

•luida 

2 mi. 

6ptlca 

can agua destilada y•• colectaron 

cada una. Las •raccianes qu• tuvi•ron 

de 260 1111'1 fueron m•zc Jada• para 

d•t•r•lnar l• ac~lvidad pectinalltica y Ja p~otetna. La 

calu•na fu6 calibrada previaaent• con una •olucidn d• 
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dextrana azul y rojo d• m•tilo al O.S% •n una proporción 

valum•trica J:t. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1.0 l'IETODO DE PRESELECCION DE MUTANTES HIPERPRODUCT0°RAS 
DE PECTINASAS EXTRACELULARES, 

Cama •• ••ncion6 ant•rior••nte, 

trabaja ••t& centrado en la obtención d• cepas mutante• 

que sean htp&rpraductaras de pectin•••• extracelular•• de 

iapartancia prAct.tca. Para lograr este fin •• impórtant• 

cantar •n prl••r lugar can un ••todo apropiado qu• p•rMita 

pr•••leccianar a l•• cepas mutante• de una ••n•ra r&pid• y 

preci•~· 

En general •• han •mpleado método& cualitativos para la 

preselecci6n Microorganismos que pr·oducen •r1z imas 

•Xtracelular•• del tipo amtl••••••• c•lul•••••• y 

pral••••••"• por Ja de ha.lea d• 

hidr61i•i• de las sustratos por difusión de las •nzimas 

•n un ••dio •Olida de cultivo. Sin emb•rgo O& di~fcil 

dlttectar halas de hidrOlisis en pectin•·· producido.• por la 

medias can pectina na pr•••ntan la turbidez del ~lmid6n Y, 

1.: celulosa. Este tncanvenient• hace necesaria emplear 

algdn tipa d• •ustancia qu• functon• como revelador, 
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permitiendo ob•ervar lo• halo• de hidr6ll•t•. Por e•te 

motivo •l 

co•pu•ata• 

primer paso fu• la s~leccton , entr• vario• 

qut•tcas 1 de alguna que pudiera t•ñtr t•ctl y 

r•praduciblemente 

hldr611•1•. 

•1 austrato 

La• CD11pu••tD• probada• 

o los producto• d• 

reaccionar 

hldroll•I• 

can las grupa• reductores de la• productos d• 

CDNS 1 carbazo1) 1 o bt•n pudieran detectar 

pH pradUcidos por la liberaciOn d• 4cida cambias de 

galacturOntco por la hidrdllsta de la p•ctina <rojo d• 

••tilo y fenalftal•lna> y tambt•n •I yodo que pudiera 

te«tr el pall••cArido pectina al igual qu• el almidón. 

Ca•a puede ver•• en Ja ISBLB-ll. 1 el compuesto qufmtco 

can el que •e revelaran claramente los halas de hidrólt•i• 

fu• •1 yodo. Este campueato al incorporar•• al 

poltsacArldo pectl~a, tlñ• el medio d• cultivo •ln 

reaccionar can la p•cttna que fu6 hidroltzada por l• 

acctOn d• la• pectina•••• lo cual permite detectar lo• 

halo•. 
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Tewe JI OBSERVACION DE HALOS DE HIDROLISIS DE PECTINA MEDIANTE 
EL EMPLEO DE DIFERENTES COltPUESTOS QUJHICOS, 

--------------~--------------------------------------------------
CotlPUl!STO CONCENTRACION EN 

'SOL. ALCDHOLICA 
APARICION DE HALO 

Carbazol * 
DNS 1t 
Fenalftalelna 
Raja de -tlla 
YDdD 

1.0 " 
o.;>S 'JI 

1.0 " 
1.0 -Ji 

1.0 " • 
aa.....•ra•·11u9 •P• fu• crecido 7'2 h en placas can .. d la d• 
cr•clatenta •e• y t.ran•fertda al ••dla de det.eccten de· h&,09·· 
•n•. 
lt Dlaueltaa en agua. 

Una vez ••lec~lonada el yodo para la detecci6n de h•JP•• 
•• deter•ln6 Ja concentracldn 6ptl•• de la pectina y 

el tle•pa para observar ••Jar la hldrOllsis. En la i&a\.&\ 

Lll •• •u••tra el t .. awa de la• halos de hldr6ll•l• en 

tunct6n del tt .. pa de tncubaci6n y la cancentracldn de 

pectina •. Una cancentractOn de .pectina 'd• 0.29 ~y un 

de l~cubaci6n d• 48 hora• fueran candlclan•• 

••lecctona~•• para pr•••l•cctanar l•• •utant••· 
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DW A 111 • 

TIEMPO DE 

TAKARO RELATIVO DE LOS HALOS DE HlDROLISIS l*I 
EN FUNCION DE LA CONCENTRAClON DE PECTINA Y EL 
TlEKPO DÉ lNCUBAClON EN EL KEDlO DE DETECCION 
DE HALOS. 

CONCENTRAC ION DE PECTINA Cg/ 100 mi I 
lNCUBAClON 

lhrl o. l 0.25 0.5 1.0 2.0 3.0 

24 l .B 1.5 o.5 0.9 0.7 0,5 
48 2.3 1.e 1.6 1.3 1.0 o.e 
72 3.0 2.2 2.0 1.6 J.2 1.0 

'*' dt .... tro d• lo• halos leal 
69aaCJi11.111&& •P fu• Inoculada en el ••dio d• cr•clMl•nto •e• e 
incubada • 37-C par ~2 hl po•terlarment• fu• transfertdo al 
••dla · 
d• detección de halos •o•, al cual •• adtcland yodo co•a 
r•v•ladar. 

Cabe seRalar qu• adn cuando el taM•Ka d•l halo d• 

hidrbli•I• +u• ••Yor con 0.1 % de pectina y ·apareció 

d••d• la• primeras 24 hoQas, ·na fu6 ••l•ccionado d•bida a 

Par a~ro lado, inicialment• se observo la formación de 

hala• irregular•• en todas las cancentraciones, debida al 

crecimiento del •icrcorgani••a en el ••dio de forMacidn d• 

hala• •o•. Para evi.t.ar que en ••t.• media el hongo creciera y 

no dntcament• difundieran las enzimas, •• probaran das 

inhibidares del creci•ient.o: rasa y 

ciclahe>Clmida, la• cual•• +ueran adicion~dos al medio de 

•l creclml•nto d• a.111t1:.Si..l.ll&• •P solament• ~u• Inhibido 

totalmente al emplear 2SO ~9· de ciclaheximida por mi. de 

••dio d• cultivo. 



I.ftLA IV CRECJ"JENTO DE 811G&.Cs.il..1V.S &p EN EL HEDIO DE 
FORttACION DE HALO EN PRESENCIA DE CICLOHEXIHIDA 
Y ROSA DE BENGALA. 

CONCENTRACIOil CRECIHIENTO EN CRECIHIENTO EN 
lp9./•l d• ••dial 'ROSA DE BENGALA CICLOHEXIHIDA 

so • • 
100 • • 
1!50 • • 
200 + • 
250 + 

~1.ll.ua •p +u• tnaculado en el ••dio de creciMiento 
•e• y ~ranafertda al medio d• far•acten de halo •o•. 
9• Incubaran la• placa• a 37-C durante 48 horas. 

De acuerda a lo• r••ultada• obtenidas, las c~ndicion•• 

••l•cctonadas para la detección del halo de htdrdlisis 

fu•ran: 0.25~ d• p•cttna y 2~0 p.g.x ml de ciclohexjmida, 

incubando 48 horas • 37 •e y utill2ando yodo cama 

revelador. E•pleando e•t.as condiciones "'' detectan 

claramente halos bien definidas y repraductbleQ como puede 

ver•• un duplicado en la ElG11RA 1. 

El ••qu .. a de la ••t.adalagla para pr•••leccionar cepas 

•utant•• que produzcan ••yar hala de hidrOli•i•, •• puQde 

ver •n la UIWB8 2. 
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ft<ZIM .1. JlalcB de hicirOlisis prcduddo6 por cq,lialdo par 
~illus sp, en wi JllSdio s611oo oon pect:inll al 
:C y 250 mg/ml de iaedio de cicloheximida, incu 

·bando a 37°C durante 48 horas y usan<'lo !!:ol. de -
yodo al ll cano revelador. 



Suspensión de esp:>ras 
de Aspel?gi1lus sp. 

ltedio corrp1eto . 72 h de 
incubación a 37ªC. 

~ 

~~~Ía de cada colonia 
sobre placas con medio 
de pectina 1,.se incuban 
72 h a 37•c • • C::nnng~ 

Transferencia de bloques 
a placas con pectina Oe25\ 
y 250 pg/ml de cicloheximida 

..... 

"B" 
Medio de 

Propagación 

"C" 
Medio de 

Crecimiento 

"D" 
Mcdto do 

formación de halo 

como revelador 

ob~ halos 

FIGURA 2.- Representación esquemática del método empleado 
para la observación de halos de hidrólisis pro­
ducidos por Aspergillus sp.en .. pectina. 



4.2.0 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE LA ACTIVIDAD PECTI­
NOLITICA EXTRl'CELULAR DE LA CEPA SILVESTRE. 

~p, fu• necesaria evaluar la producción de pectina••• de 

la cepa •ilv••tr• empleando varias desechos agroindustrial•• 

para ••l•cctDnar aquel en donde BR produjera mayor actividad 

y que par atrD lada •trvtera caMD patr6n de referencia can 

respecta a las cepas mutant••• d•bido a que •• busca 

producir pectinasas usando d~s•cho• agroindustr·i•l•• co•o 

fuente de carbana. 

s. ••plearon COWIO sustrato• 

siguiente desecha• agroindustriales, que 

cA.sl:ara d• ptfC'a y pulpa de henequd-n. 1-os r·esultad.o& se 

relactOn a la pectina y en cAscara d• piff~ se incrementa 

al dable la actividad medida par visco•imetrla. Sin 

••barga. la ••Yar praducci6n de esta actividad •• obtuve 

en c .. c•ra de limón, •n dand• se produjo 400% d• 

incr•••nta de la actlvldad. 

Si bi·•n la actividad ••did• por azllcares reductor•• no 

tuvo ••Yar•• diferencia• •n lo• 

selecclon6 la c~scara de limón debido al increm•nta 
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que •• ab••rva •n la praducc16n de la actividad •~dida por 

vi•ca•i••trla, parque •• la d• mayor importancia. E• 

lnt•r••ant• hacer notar el Incrementa •n la praducci6n de 

la actividad par a.aacsi.ll.l&a •P a partir d• la• desecho• 

prabadaw en relacl6n a la p•ctina, qu• •• •I •uwtrata 

purl~lcada, ya que estas resultadas difieren ~ la• 

•ncantrado• can 2t.DLci..lli"8 sp, en dond• •• observó una 

•ayar praduccl6n de pectina•a• cuando tu• crecida en 

pectina en cct11paract6n con la pulpa d• ~•molacha o la 

••zcla de ••b•• 1~· 

El h•cha d• qu• &.pac..511.lll&a ap p~oduzc• mAs actividad 

~abre la• d•••chas, prababl•••nte se deba a que fu6 

aislada a partir de •uestras d• henequ•n, par lo cual •• 

una cepa adaptada a utilizar para crecer un d•••cha caaa 

4uen~• de carbona. 
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IAllJ.A.Jl • PRODUCCION DE PECTINASAS POR .AlllltCa.lllWl sp. A 
PARTIR DE DIFERENTES SUBPRODUCTOS AORDINDUSTRIALES 

---------------------------------------------------------------DESECHO CONC~ PECTINA ·ACTIVIDAD INC.c•• ACTIVIDAD INc.1•1 
"' "' VISCOSIH. "'- ORUP.RED. "'-

Plllpa de 3 0.21 0.228 230 '5. '56 224 
h•n•qu•n .t. 0.003Cffl .t. 0.004 '**' 
cucara 3 0.66 0.199 200 2.99 ·120 
de plll'• :t. 0.001 lffl .:t. 0,001 lffl 

ca.cara 3 o.e'? 0.403 400 ~.2 210 
de ll11tm .:t. o.oo31H1 .:t. o. 001 '**' ----------------------------------------------------------------* El tncre••nto •• calculó •n ba•• a la actividad producida por 

6Jl1U1C111..ll.U• •P• en pec~ina al l"'- CO.l U d• ac~ividad po~ 
vl•ca•i••t.rla y 2.4 •91•1 d• actividad por r·ecductore•>. ** Diferencias entr• la• das valares ••dida• par coi.da rnueet.ra. 

Se ut.i l·lzaron 200 •l d• m•dio •F•, agitado• a 200 rp~ y a 
37-C. El contenida de pectina en los desechos tuit d• 7% 
en la pulp• de henequ6n, 22S en ta cAscara de piñ~ y 29% en 
la cucara de lla6n. La activt.da.d i-u6 medid".,. lo• filtradas 
d• las 120 har•• d• 'fer••nt.act6n. 
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En 8.9amcs1J.1S&a •p. el ••Jor sustrato para la produccidn 

d• pectina••• extracelulares es la c6.scara de l i•dr1 y 

aparent .. •nt• 1• actividad praducida en la• tr•• d•••chas na 

•• carrelaciona con l~ cantidad de pectina qu• cantienen. 

El incrementa en la praducciOn de actividad en c~scara 

de lilliln puede ser explicada considerando que la 

estructur~ d• Ja 

diferente a la 

prababl•••nte •an 

••toda• qut•tco• 

pectina contenida •n este d•••cha •• 

de pectina purificada• debido a qu• 

diferent•• cultiva• y ad•••• loa 

que •• ••plean para extraerla pu•den 

•adtficar el grada de aetaxtlaciOn y/a el ta•a«a de la 

c&d•na. Can el fin de obtener •ayer tnfarmaciOn sobre •I 

efecto d• 1• estructura qul•ica de la pectina en la 

praduccl6n de pectina•••• •• probaron varia• pectinas con 

diferente grada d• viscosidad y ••taxilaciOn, las cual~• 

fueran obtenida• a partir de una •i••• •u•nt• fc&acara d• 

lt•6n de Teca.An. Coltaal y que fueran producidas por 

una •l••• ca•paRla en "•xlco CGrtnsted>. 

La• caracterlstlcas de las pectinas •• presentan •n la 

IAll.Lª YJ La p•ctina tipo A *u• la exc•pct6n 1 ya que 

adem._ de ser producid• par otra co•pañla CSig•a>. 

descanacemas la fuente cltrtca de la que pravi•n•• 

ade••· es de grada analttica 1 •i•ntra• que 1•• otras 

•an grada industrial. 
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IaJIUWlL CARACTERISTICAS DE PECTINAS CITRICAS 

-------------------------------------------------------
PECTINA 

Tipa A 
Tipo B 
Tipa e 
Tipo D 
Tipa E 

GRADO DE 
ESTERIF. 

64 
71-75 
63-67 

? 
!58-62 

GRADO DE 
11ETO>U. 

9.79 
i3.06 
11.42 

? 
8.16 

TIEl1PO DE EFLll.JO 
EH EL VISCOSil1. <•egl 

124.0 
J0~.6 
79.8 
46.8 
60.2 

A: Grada analltlcaJ 8 1 C 1 D y E: Grado induatr·ial 

Loa r••ultado• obt•ntda• •• muestran en la E.lGí.IBa-3 1 •• 

observa que •• act.lvidad tipo ende, ••di da par 

pectinas u•adas cerno sustrato y tambi6r1 se cbser·va. un 

mayar tncr•••nta •n la producci6n d• ••ta actividad 

canfor•• •• utilizan p•ctln•• ••• mat.oxiladaG. El patrón 

d• praducct6n de dicha -actividad pudiere eetar r·•Jacior1ado 

con la• dif•r•nci•• en la ••t.ruct.ura qul~ica d• la• 

pectinas, ca.usadas prob~blement.e 

extracci6n ••pleados durant• la •xtracción de la• ~i•m•• 

en la cAscara de limdn. 

En •l ca•o d• la act.ivtdad ttpa IP)!D, medida por r·eductaf'•• 
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o.s Tipo A Tipo B Tipo C Tipo O Tipo E 

0.4 

0.3 

0.2 o.s 

0.3 
0.1 

0.1 

4.0 

3.0 

2.0 3.0 

2.0 
1 .o 

1.0 

3 1 3 3 1 3 1 
Tiempo de fermentación (d!as) 

PZGURA 3. Producci6n de pcctinc:is;;is por Aspergil1us sp. usando ccmo 
sustrato pectinas con diferente qrado de vi·scosidad y metoxi 
laci6n. La concentraci6n de pectina fué 1' y la temperatura­
de incubaci6n 37e. Las pectinas fueron previamnete dializadas 
durante 72h. La actividad fué medida on pectina sigma. (Ver 

TABLA VI para la clasificaci6n de los susteatos). 



•n Ja producción al ernpl•ar las mismas p1tct:inas, •• decir 

re•pond16 de manera dif-er•nt•, Jo cual pudiera deber•• a 

qu• la actividad tipo exo contiene component•B enzim•ticos 

con difer•nte control regulatario. 

Esta respuesta diferencial ha !Sido ob&etrvada en 

ésD.eE:.Si..J.lJ&a__ sp.en un siatema mA& controlado, como •• el 

cultivo aliaentado, A trav6a de la Jimitación d• las 

fue-nt•• de carbono, donde la actividad exo fu6 

incr•mentada en 4~S~ y la •nda s61o un 32%e0 • 

El tncr•m•nta qu• abs•rvamos •n la ~ctividad endo 

probablemente •• deba a que las pectinasas mAs metoxilada• 

formen mayor•• inductor•• da esta actividad que de la de 

tipo •>eo. 

Par toda lo ant.eriorm&nte eoxpuesto, si& pu•de concluir que 

la mayar •ctividad •obr@ la vi~cosidad qu~ produc• 

SIUllt.Cai.Llu..a__ •P• en c6scara de limón s• debid mAs a 

la naturalez• qul•ica de Ja pectina qu• a su mayor 

canc•ntraci6n en el d·es•cho. 
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4.3.0 OBTENCIOH DE tltJTANTES HIPERPRODUCTORAS DE 
AalmJ!aLJ..li&a •P• Y EVALUACION DE LA PRODUCCION 
DE ACTIVIDAD PECTINOLITICA. 

La aut.aglln••i• 

••pleanda N-••t11-Na -ni t.ro-N-nt tr-oso9t•C<cr- 'i na INTGI 

cmaa agente •utag6nico, d. •a que •ate co•puesto es uno d• 

E1G.Llll4-s. 11U•str-a 1 a curva d• sobr-evt venc i a d• i!iaPtU:sJ.llU.. 

•P· a I• accitln: IM.lta~ntca de NTG y •• ob••rv6 qu• •l 

t.teapa 6pti•o d• la •ut.ag•n••i• •• a los 60 •in. al 

••plear una cancent.ract6n d• 50 pg/al •n bu•f•r fosfatos. 

En •l ••dia de prapagact6n •ueran aisladas 500 colonia• 

•utagentzadaa y probada• utilizando .. 1 

pr•••lección descrito antertorMente. S• pres•lecctonaron.8 

cepa• que •aatraran ••Yar halo de hidr61isis que la cepa 

NH33, NH29, ttH109 1 HHS6. ESta cepas fu•ron •valu~das 

parat.ertar•ent.• •u praducci6n de p•clinasa• 

extracelular•• en cultiva •u••rgido, ••Pl•Anda cA•cara dv 

li•6n y p•ctin• COllD fuente~ d• carbono para ••l~ccianar.• 

las c•P•• que praduJ•r•n •aynr &etividad d• tipa •ndo. Las 

resultada• •• •u••tran •n la• FIQIJRAS"S v·6 1 •• ob••rva 

qu• I•• •utant•• cr•cid•• •n pectina praduJ•ran 300S ••• 

•A• d• Ja a~tividad deter•inada par grupos r•ductor••I 
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FICJIRA 4.- Curva de sobrevivencia de .Asp&ifillus sp( .._. ). Se 
ut:ilizll N1'G cano agente mitag co a una concentracil!n 
de 50 jJVml en buffer de fosfátos a pH 7. 
La crva discontinua se obtuvo por ajuste pol:iJMmial de 
de los datos eicpermntales, utilizando una ecuacilSn de 
de se¡indo or~. (coeficiente de correlacil!n O .9143). 
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esta na sucedi6 al usar la cáscara de limón como 

~uente de carbono, en donde dnicamente let cep.:. HH29 

alcanza las niveles de praduccitJr. de la cepa si tv,e:st.re en 

ambas actividades. ~I incremento en la produccibn de 

actividad por la• ra11tantes crecidas en pectina no es debida 

a un !layar cr•cimi•r1lo, ya que al ser r&lacionado d-sta- con 

la actividad, se observa una activt~ad especifica hasl~ JO 

veces mayar que la d• la cepa nilv•slre. Por otro lado, •• 

observa que cuando las mutantes crecen en pc:ct ina, hay una 

menor acumulac:10n de grupos reduclore!ii e1-. el "'edio de 

cultiva durante las prl•eras huras de fermentac:iOn 90 

comparclOn con la cepa silvestre, y qu.e al ser crecidos 

en cAscara de litnón, no sólo se acumulan una tnayor 

cancentraci6n de grupos re-ductores que la si lvest.r·e, sino 

que la canctPntraciOn alcanza valores ontrP J. é: y 2. o m9/rr1l 

en relaciOn a 0.2-0.4 m9/ml que acu1nular1 las mut.ant•& en 

al medio con pectina. Este incr-emet.o pudin-rase atribuido a 

•ayor 

detecta 

act.ividad p•ct.ir1olft.ica. 

•n el filtra.do llb,..e 

inicial que que- ria &e 

de c~lula". De acuerdo a 

nues~ros resultadas, es posible suponer que el incremento en 

la acumulación de grupos re-ductores por· degra.dacidn del 

sustr&to ••t6. causando represión en le-. prod1.1cci ón rte 

las pectinasas en las mutantes, por lo cual na 9e expr-•••n 

ca•o hip•rproduct.ar•s cuando sn crecidas en c~sc•ra de 

ll•Onl aunqu• t.ambi•n cabe la posibi t idad de que tas 

mutantes hayan perdido alguna de las pectinasas q•Je sean m•• 

induciblel"> con la cAacarC1 de t irndn. 
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La capacidad de Jas c9'pas mutantes parfl hlper·produclr 

actividad p•ctlnallt.ica de tipo endo, se expresa cuando 

crecen en pect.ina .:;oma dnicR fu.ente dE- C'f\r·bono, per·o r10 

cuando ••utiliza la cAscara de limón, aparentem•nl• por 

una repre•l6n 

acu•ulacl6n de 

cat.ab6 l i ca ca.usada por 

grupos reductor9's. El si9ulent& peno fu• 

evaluar la produce l 6n d• pect i nasas por· éa.pecaillYA •P• , 

utilizando varias concentraciones del sustrato pectine1 con 

e I fin de 11 •g•r a ur1a concit"ntrac i ón aumen lada. do 

reductor•• y observar mi se rap•tla el ~fecto d• 

represi6n que •• pr•sentó con la c•sce.r·a d .. 1 imdn. 

L•• concentraclone• d• 4tcttna ut.illzada• 1 fueran o.e7, 1 1 2 

y 3%. Lo• resultados en la E¡j¡UIJQ_Z muestran que cnnform• 

aument.a la concentra.ciOn de pec:tir1ill, es mayor la 

acumu 1 ac i 6n d .. grupos reduct:ores en el medio dE-

f.er11entación 1 lo cual ae corr-e1aciona r.on una m•nor­

activtdad pect.tnalltieiil p tanto en el tietnpu c•ro, corno •n 

la acumulación de los 1ni1imoa •n ol tiempo • lo cual •• 

corr•l•clona can una menor actividad pect.inol lt ica tnedida 

par reductores y por viscas lmatr lo., es decir·, a mayor 

acu11u 1 ac t tln , menar actividad. Esto• datos indican qu• la 

repr••itin 

reduct.ares 

el fin d• 

presentes 

corrida d• 

cat.aból ica •• pr-oducida por los gr-upo• 

producido• P-n la deCJradaciOr1 de Ja pectina. Con 

r•ducir la concent.raci6r1 d• los r·•duct.or•a 

•n 1tl su•t.rat.o al tiempo C"'"'ª se re.'1.I iz6 una 

T•r•ent.Aci6n •n donde &e emplearon las tnilirnas 
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cancent.racianes de pectina que en el experimento anterior, 

pera que +ueran dial izadas en a13u.a dest i 1Rda. En la El.GUia 

g se abserv6 que a1 disminuir la concentración d~ gr·upos 

reductores al iniciq tte la fer1ncntar:i6n, lo:l r.cuuu.tlac:ión 

de loa •istnos dnrant.e las primeras horas rle fermentaci6n 

se redujo mAs de un 50% y asimismo se i1·1cr-em1tr.td aJ 

dable la actividad pectinol ltica medida par 

viscosimetrla 

dializada, stn 

con respecto a la producida con pec.tins ~o 

embargo sig~e observ•ndo&e la rep~esidn 

eat.ab61.ic.a e.. raayor acu.w.Llaci61\ de. grupa• r·e.duct.ores. 

Col" rl!!'~r1?r:tn .. t~ i'C'tl"tdad medida por reductores • tu• 

"Similar al final de la. ferMent.aci6n en ta• di+er·ent•• 

concentraciones 

retrasa en la 

empleadas, •in embarc:1a se observo un 

a par i e i Dn de la aci:. i Vi dad e 1 cual se 

corr•laciana 

reductore6. 

can una mayor ac•imu 1 ac i br1 de 9r"UpDQ 

Estas r-&sult.ados a.poyar-on 1nan hacia. Ja r·epr·e'iiión 

catab61ica, sin ernbarga,cabfa la posibilidad de que las 

c:1rupos reductores estuvieran mas bién inhibiendo ta 

actividad pectinolltica de Si5.llt.e9J.ll\&á sp. Con el tir1 de 

d•scart..ar 

•ldib la 

o comprobar 

actividad 

la inhibición de la.t=> pecliraa.sas, se 

pectinalftica de 1 os f i l t r·aderfl 

producidos al efftplear cancentrac:iones tl'i!' y 3 % de pectina 

antes y despues de ser dial iza.dos er. ur1a colu1nna SE?phadex 

G-15. Los r•sultados en la 

cuando la cancentracitln de gr-upas reductores disroinuyd 
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en un 65% después de Ja diálisis Ja. octividad rnedida. •n 

ambos fue 

producción 

sustrat.o. 

muy 

al 

Con 

si mi J ar y observarnos de nuevo una m•nor 

ernpJear· una concentrnción de 3% deJ 

estos t""esu 1 t. ad os podemos concluir que 1 as 

grupos reductores o productos diaJi2~bles de 

degradación de Ja pectina no causan 

actividad pectinolltica de a:uuu~ai.lJ.1,C¡ 

inhibición de la. 

sp. 

Como la 

cAscar-a de 

intención queo tenemos es Ja utiJ;zación de lA 

1 imón como fuente de car-bono pi.~r·a producir 

pectinasas, fué irnportante 

también se pr•aentaba la 

pectlnalltica por grupos 

asimismo, establecer Ja 

sabe,.. ni en 

represión deo 

reductores 

concent.rac i On 

e-ste sus t. rato 

la actividi'd 

D.CUIRU l adosi. y. 

óptima d~ Ja 

c.t.scara. de 1 imón. En Ja .E~UBQ_J.Q se~ obse-r·va que or1 

cAacara de limOn al J% la máxima actividad se pr·oduce-

la 

desde las 72 horasf asimisrno, se puede ver que conforme 

aumenta la conc•ntración del sustrato C2% y 3%) hay un 

mayor retraso &n la aparición de esta ?~tividad, Jo cual 

s• corr•lacion• con la mayor acumulaciOn d~ loa grupoa 

reductor••• d• tal manet"a que estos ,-.esu.lt.ados son 11imi la.t"e& 

a los da.tos encontr-a.dos e-r1 pectina. 
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4. 4. o OBTENC ION DE MUTANTES DE 11.liitecsilJ..u.5. sp. 
INSENSIBLES A REPRESION CATABOLICA. 

Para seleccionar rnutant.es insensibles a represidn 

cat.abOlica es conuln el uso de an~lo9os par·a ir.hibir el 

crecimiento en presencia del inductor, como s• ha visto •n 

.S....t.ili.mu.ei.i.1111 y B--s..ub.tU.U .. o, que son 

c•pas ••n•ibl•• a inhibición cr~cimiento cuando •• 

••Pl•an b•J•• concentraciones d• •n•togos. Hemoa observado 

que sp. no es sensible a 2-deo~i-D-glucosa, 

1,0-met.tt-p-D-glucOsido y 1-0-metil-p-o-galoctósido, y 

por lo tanta crece en los media con pectina en placA, adn 

cuando se utilizaron concentraciones hasta 3 mg/Ml de loa 

tres anillogoa. 

Tambi6n •• ha r•porlado que especi&fi 

y no son a 

inhiblcl6n d1tl crecimiento por In presencia de análogos 

L~ c•pa d• ap. "1 ea ca.pa2 d• 

t.ran•port.ar •l anA.logo y metabolizar-lo par·a cr-ecer·, ya qu• 

en •1 medio liquido conteniendo los an.i. l ogcu¡ e orno 

l\nica fuente de carbono se observó que a tnedida que se 

incrementa la cancentraciOn del anAlogo hny un mayor 

crecimiento <resultadas no mostradas>. 

Como no fu• posible utilizar Ja técnica del an4logo 



para seleccionar a las mutantes, se pracedi6 a pr'obar la 

adicitJn de et.ras fuent•s de carbono que pudierar. repritnir 

la slntesis de pectinasas de la cepa silvestre •n 

presencia de pectin~. Se probaron tres fuentes de carbono 

adicionales: 4cido galacturór.ico, glucosec. y gl icer-al a 

una canc•ntracian de 1%. 

CaMD puede v•r&e en la E1.GL!B8-ll , la t\nica. fuenta de 

carbono capaz de reprimir la stntesis de actividad 

pectinallt.ica d• 

a pesar d• tener bu6n crecimiento en las pi aca• que 

contentan pectina u•s glicerol, no ht.tbo for-rnación d• 

ha.los •n el 

repr••or del 

CDMD 

••todo de det.ección de halos. El vfecto 

glicerol 

er1 donde- re-primió 

la stntesis de poli9alacturonat.o liasas~s· Por· ot.ro 

lada, nosotras encontramos que cotl la ad ic i6n de 9J ucosa o 

Acido galacturónico, unicamente disminuyó el tamaña 

d•l hala. De acuerda a estas repultadas, las cepas mutante• 

pr•••l•cctonadas ofue,..on aqu•l la.s que pr·oduj er·or1 halo d• 

hidr611Bia en presencia. de pectina y gJ icerol. Can es le 

crit.•rio ... proba,..on 700 colon tasa aisla.das de 1 a. 

susp•ntstón d .. •aperas mut.agen iza.das du,..ante 60 min. con 

NTO, de ••• cuales cuatro cepas forn1aran hala d• 

hldróllsial ••t,..as cepas fue,..on denominadas: IRG37 1 JRG63 1 

IRG94, IRG1S7 C E..tGJJRaJZ l. 



PZCDU\ 11.- Hales de h:l,dzdlisis. llt'Oduc10os sobre placaa ocn peotina, 
......:Uo •o• por As~lllus. sp. despuAs de 48 horas de 
inonlaoion a 376~üi oepil :fue <=ecid4 pn!lllamonte en 
p1acu oc:n :modio •e•, en dalde áe cbeervd un buen creoi­
miento entes· de ser transferidas al. medio de detsccilln 
de hal.ce:pectina lt ( A l. 1 peol:;(na .1' + ac •. galactunSnicc 
u .( B l 1 pectina 1• + glucoaa .l.• ( e ) y paot:lna u + 
glicerol 11 ( o· ¡ . 



-· P.ECTINA + GLICEROL·~. 

FIGUaA 12.- Halos ele h:lW:6lis1s producidos sobre plac:aa da pect:1na, 
medio "D", par nutantes ele A5perg1llus sp. Las cepas 
fUercn c:cecic:laa previamente en pi.acas con pectina y 
glicarol, medio 'T", en donde en todas se cbeerv6 un 
buen czac1m:!cnto, antes de ser transferidas al mad:l.o de 
detecc16n ª" halos. 



El siguiente paso fu• &valuar la producción de la 

actividad pect.inaltt.ica de las cepas mut.ant.eo 

preseleccionadas y de la cepa silvestr~ en medio.liquido 

con pect.ina 

ut. i l izando 

y glicerol. El experimento se llevó a tabo 

pectina y pectina + glicerol¡ las E.IGUliaS-~ 

li muestran los resultados obt.enidos, era donde- se obseorva 

que cu~ndo se adiciona glic~rol la act.ividad producida por 

aliJJc.cai.1..lWi sp. en pee t. i ria di stn i nuye en 80~ y 70% por 

vtscosimetrla y reductor-es respectivamente. Estos 

rtaosult~doa demuaat.ran que el glicerol es un fuert.e represor 

d• la actividad pectinolftica endo y e1110 de­

mutantas lRG37 

la capa 

6 JRG63, t1l lv&ste. Con r••p•cto a la• 

di sn1 i nuyeron 20 y 25% la actividad por reductores, 

respectivamente, y por viscosimetrfa IRG63 disminuyd un 

10% la act.ividad, y la IRG37 prorh1jo In mj:;ma actvidad. que 

en pectina. De acuerdo a estos resultado&, Jos mutante& 

IRG37 y la JRG63 fueron menos afect.adaa en la producción 

de pecttnasas por el glicerol, probablemente por una 

r&sistencia a la represión cat.abdlica. 

D&bido a que desearnos producir- pectjnasa.s a pa,..tir· de 

desecha• agroindustriales, el siguient~ paso fu• evaluar 

la praducciOn de pect.inasas por las mutantes., uti 1 izar1do 

la cilscara de 1 imón coma d.nica +uer1te de carbono. L.os 

resultados se prosentan en Ja E.IG.URA-1a se obs&r-vó que 

la cepa IRG63 incrementó cuat.r-o veces la actividad tipo 

•nda m•dida por visco•im•trla con respecto a la c~pa 
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FIGURA 13.-,Producción de pectinasas por mutantes de Asperqillus sp. a 
partir de pectina 1 % ( e ) y pectina 1'l + glicerol 1\ (O), 
en matraces agitados a 200 rpn, 37e y pll inicial de 4.5. 
Estos resultados son 'promedio .Jel experimento realizado por 
duplicado. 
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FIGURA 15 .- Producción de pectinasas por mutantes de Asoerqillus sp. 
a partir de cáscara de limón al 1% como fuente de carbono 
en matraces agitados a 200 rpm, 37"C y pH inicial de 4.5. 
Estos resultados son pranedio riel experimento realizado 
por duplicado. 



silv•str• cuando •• •.itiliza la cA&cara de limón como 

fuente de carbona. Las •utante XRG94, IRGGl97 y la IRG37 na 

produjeran ra.;t.s actividad que Ja cepa sitvestr·e. 

Se cansiderl!J importante probar en olr-os desechos que 

cant.ienen pectina la producciOn de pectirra&as por- la 

•utante IRG63 con el fin de det.ermin~r st ta Mutant~ •• 

hip•rproductora en todos ellas. La El.GUBé-1.6, muestra qu• 

can r••p•cto 

•ut.ant.•• al 

a Ja actividad Nedida pgr viscosim•t.rla, la 

••r crecida en Ja c6sca~a de piña, produc• la 

.. 1•11• actividad qu• la cepa ai lvest.r•, y q•.le adn cuando .. 

incr•••nta Ja producción de ~ectin&sas •n Ja pulpa do 

remolacha, pulpa de henequén y cc\sc•ra de naranja ha.st.a 

el dable, 

•A.& como hiperpr-oductora con .repecto n la cepa et lveatr·e-. 

Par otro lado, Ja actividad medida por reductores fu6 

•uy sirwi lar en a .. bas capas cuando fuAron cr•cidas en la 

c4scara de naranja, pulpa de retnolacha y pulpa de 

h•nequ6n1 sólo s• 

l• mutanta cuando 

liM6n. El hecho 

ob&erva el aumento de u.-. .. llnidad por 

•• 1.1tlliza la cA.o;cara de piña y la de 

que la mutante se haya. e}(.p,..esadp co•u 

hiperpraductara al ser crecida qn c&!'.>cara t.ie 1 imdn, 

pudiera. !ler debido a que adicionalmente a s•J resistencia •n 

esta desecho, se encuentran mejores )nductor&n de la 

actividad ttndo. 
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FIGURA 16.- Producción de pcctinasas extracelulares por la mutante IRG63 l•> 
y Asperqillus sp(O), utilizando cano sustratos d fermentación desechos 
agroindustriales al ,, en matraces agitados a 200 rpm,37ºC y pH inicial 
4.5.Esros resultados son promedio del experimento realizado por duplicado. 



En la 

actividad•• mAxima• p,.oducidaa en lo& d•••chos. por la 

mutant• y la cepa silves~re, medidas por reductores Y 

vtscasimetrla. Po_r· est.os resultados se puede concluir· que 

para la mut.ant.• IRG63 Ja cAscara de 1 imón •s &-1 tnejar 

•ustrala para la praducclOn d• pectinasas tipo •ndo. 

UIBLILll.Il - COMPARACION DE LA. ACTIVIDAD PECTINOLITICA EXTRACELULAR 
PRODUCIDA POR Qsiacsi..l.Llla sp. y LA MUTANTE IRG63 AL. 
UTILIZAR DESECHOS AGROINDUSTRIALES COMO FUENTE DE 
CARBONO. 

ACT.POR VISCOSIMETRIA 
SUSTRATO 1u1 .. 1 n/lftl I 

1% ----------------------------
SILVESTRE MUTANTE INCRE~I. 'JI 

Cascara 0.400 1.8 450 
da limón :!:. º·ºº* ± 0.025* 
Pulpa de 0.26:5 0.44 66 
remolacha ± 0.002* ± 0.002* 
ca.cara 0.230 o. 4:5 95.6 
de naranja ± º·ººº* ± 0.004* 
Pulpa d• 0.087 o. 16 83.9 
h•n•quen ± 0.003* ± 0.002* 
Ca•cara 0.160 0.160 o.o 
d• pifia ± 0.003* ± 0.002:5* ± 

ACT. POR GRUPOS REDUCTORES 
Ctng/Ml) 

SILVESTRE MUTANTE INCREM.'A 

3.4 4.7 38.2 
± 0.012* ± 0.03* 

3,6 3.97 10.27 
± O.OOI* ± 0.003~· 

2.52 2 .. 56 1.59 
± 0.002* ± 0.001• 

:i. o :i.o º·ºº ± 0.02:5* ± 0.01* 
3.5 4. :5 28.:57 
0.003* ± 0.004* 

----------------------------------------------------------------------* Diferencia• entre lo• do• valar•• medidos po,. cada rnu•stra. 

Las cepas ~u•ran crecida• 120 h ~ 37ªC con agileción de 200 rpm 
y pH Inicial d• 4.:5. 



4,s.o PRODUCCION DE PECTINASAS POR l.A MUTANTE IRG63 
EN FERMENTADOR DE 14 LITROS. 

d• importancia conocer la produccidn d• 

pecttnasas par la cepa a nivel de fermentador en condiciones 

m&s controlada& par·a. poder ! levar· a. cabo el e$caJa.mier1to 

del proceso. Ant.•rlort1e-nte se habla desarrollado un 1nedio 

industrial y •• determinaron las condicionea de 

fer••ntacidn ••• favor·abl•& para la produccidn de 

pectina••• de Us:mc.s1.U..Lua sp •• Utilizando el rnisrno tnedio dtt 

sal•• tndu•trlal•• •• prob6 la producción en 

fermentador de 14 l. Cama puede verse en la ElG.Ulia......lZ 1 la 

mutante produjo 2.4 U x mln. y la stlvestr• 0.6 U x mln. de 

actividad por vtscoaim•trfa, es decir-, hilY una mayor 

praducct6n do las dos c•pa& en relación a Ja actividad 

producida en matraz, pero el incr•m•nto relativo de la 

mutante cor1linlla siendo cuatro ve-ces rna.yor· que en Ja c:opa 

silvestre. En trabaja• previos con sp. Se 

de carbono en f-•rmentador .. a 1 la produce idn r11A.x ima 

alcanz6 un valor d• o.1s U x min •• En la misma Elii\JBé.-J..Z 

no •e ob&ervan mayares difer-=-ncias en la. actividad rnedida 

por r-&ductor•• en ambas c•pas 1 Jo cual sigue apoyando que ta 

actividt1.d endo y exo •• regulan d& mallera diferente. 

T•mbilitn pu•d• obw•rvar·s• que •1 incr·entento de la a.et ividad 

na •• d•bida a cr•.citnienta, ya que la actividad e•pec:lfica 

•• cuat.ra vec9s mayor en la mutante, ni tampoco a. una ma.yor 
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FIGURA 17. - Producci6n de pectinasas extrac8lulares por Aspergillus ap (O) y su cepa mutante IRGf;l 
<•> en fermentador de 14 l. Se adicion6 al me<lio de cultivo : fosfato de potasiO 
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• 

•xcreai6n de •nziaas al ••dio de cultivo, co~o •• observa 

en la d•t.•r•tnac16n de la prot.•f"na ext.rac•lular~ 

En ca•o d• ••catar•• el procesa d• praducci6n de 

p•ct.ln••••, •• u~illzarla la •ut•nl• 1RG63, par lo que 

fu• i•por~ante conocer que la producción de las enziMa• 

na~•• ·v• af•ct.ada al c••btar •l va1611•n d•I cul~ivo y al 

••Pl•ar un ••dlo Can ••l•• tndus~rlales y a9ua d• la llave 

S3 



4.6.0 CARACTERJZACION DE LA ACTIVIDAD PECTIMOLJTJCA 
EXTRACELIJLAR DE LA HIJTANTE IRG63. 

Dado que existe el int.•réos de escalar el pr·oceso par·a lil 

praducct6n de pect.inasas por la mutnate JRG63. fu~ 

necesario d•t•rmtnar la actividad pecttnalltica utilizando 

un m6todo representativo de la apltcacidn prActica de 

la• pactina•as, como la es su capacidad clarlficante d•I 

jugo d~ manzana. En trabajos previos se demostró qu~ el 

•lst.ema pect.tnollttco d~ 

actividad clarl~lcante del j11ga de manzana, la cua.1 •• 

stmi lar,.. a la 

.... 
la& 

1ni d l ó 

mejor-es 

la 

prepara.e tones 

ec:t i vi dad 

pect.lnalltlca clarlficante utilizando lo filt.r·ado• libres 

du de la cepa mutante, ajustando la 

caneen trae l6r1 prot.&I na Los reul t.ado• 

obtenidas •• muestran •n la 

a 35 J'9· 

ElG11Ra-11l • en dond• •• observa 

qu• al tratar •1 jugo d• manzana con el filtrada de la 

mutante se obtuvo el doble del voJume-n de jugo clilr·ificado 

que cuando •• tJt.iliz6 •1 filtrado de 1~ silvestre. El 

volumen m6ximo de jugo clarificado por la actividad 

pectinalltica de la mut.•nt& tu• de 99 ml a las doa horas 

f i lt.rac16n, mientras que a es• mis1no tiatnpo el 

valdlnan de jugo clarificado por la silvestre fu• d• 45 

mi. Est.011 resultados de•u•stran que t ieri• ventajas 

pr&cttcas •obre la •ilveat.r• la.cepa IRG63, y que si bien 

la diferencia en la actividad pectinolltica de la mutante 
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FIGURA 18.- Actividad pectinol!tica medida por velocidad 
de filtración de jugo de manzana ( 100 .ml). Para 
el ensayo se emplearon filtrados de Aspergillus 

ep (o) y de la mutante IRG63 (•) producidos en ma 
traz utilizando cáscara de lim6n al 1% como fuente 
de carbono, 37°C y 200 rpn durante 120 h.se adicio 
n6 un ml de filtrado que contenía 35 p9 de protetña 
aproximadamente.Control sin enzima (.~l -



cepa silvestr9 no 

el doble, la que 

ea de cuatro vec•s, e$ ~e cuando 

significa un ahorr·o del 50% er1 la 

concentración de enzima para su utilización ir1duslr-ial. 

El. •iguienta paso ful! deter-minar· la estabilidad •n la 

produccit.tn d• p•ctina&as do la c•pa mutar1te, ya qu• •• ha 

observado que •n algunas mutantes pued•n presentar•• cambia• 

desfavorables •n la producción, le cual pudiera eer debido 

a que con •l tiempo ocurran r~arr-eglos en el 9enor11a. de la 

mutante- por una in••tabilidad de la tnutación. El 

exp•rimenta 

la actividad 

modalidades: 

•• 11 •vb a cabo examinando l • produce i dn de 

tr ctR 

aJ una, fu• inocular· lo• modios sóJ idoso c:on 

las cepas mutante 

sucttsivament• 

fu6 almacenar 

cada 

y silvestre, las cuales fueroh sembradas 

72 horas dur·at'lte 2 meses t b) ot r-a mar1•r·a 

placas ... 4~c durante 3 meses; y c>s• 

aislaran calonia• d .. una misma cepa, cada una de las 

cual•• r•••mbrad• 20 veces.Despu~s de las 

r•siembras, •• llevaran a cabo les cultivos d• las cepae en 

matraz, utilizando la cAscar·a da Jimón como suutr·ato. Se 

mu.t.ante IRG63 

la actividad 

si lv•atre. 

Otro 

medición 

punto 

de la 

mu••tra ••r tan estable en la producciOn d• 

medida por viscosimetrl• como la capa 

examinado 

actividad 

ful!­

d" 

"1 pli ópt i tno par a 

les filt.r·ados de- las cepas 
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mutante y silvegtre provenientes de fermentaciones que s• 

realizaron con la c4scara de limón, Par~ Ja medir.idn 

de 1• 

aceta ta• 

actividad par ~lscasim•trla se emple•~on bu~+•rs d• 

o. 16 N il •valore• de pH entre 3 y 6 y par& la 

m•dtción de la actividad por reductor·es bufie-rs de 

ac•tatas 0.17 N ~valares de pH entre 3 y 6. En la ElGUB6 

2Q se ob••~va que no hay diferen~ia entre la cvpa silv•atre 

y la mutant•• ya que el ranga d• pH 6ptimo de 1• actividad 

pectinalltlca ••dida por reductores y visco&imetrfa, 

••t6 entr• 4 y s.s para •Mb•• c•pas. El pH de cada una d• 

la• mu•stras fu• •1 mi••D despu•s de la reacción. 

Otro experimenta a d•terminar, fu• 

6pttma d• la actividad pectinolttica 

reductor••· Se mldl6 la actividad de 

Ja tetripera.t.ur·a 

rned i dfli por 

los f'ltr•doa 

producido• en cAa~ar& de limón por la~ cepas •utant• y 

silve•tr• en un rango ~e temperatura entre 20 y 60 ªC. 

Los resultadas present~das en la E.1G.UR&-2L muvatran qu• la 

t•mperatura Optima de la actividad es entre 40 y 60ªC 

para ambas cepa•, aunque•• abs•rva un ligero aumenta en la 

cepa silvestre, entre !50 y 6o•c, •n r·e15'ci6n ,-. la 

mutant•. 

Par ~ltimo se midió la estabilidad de la actividad a 

la temperatura en. la• fi ltradaa de .. ambas cepas. En la 

EJJNB.,A _ _..2 ... 2 se obs•rva que la c:-.ctivitlad rnodids por-

visca•ln1etrla •& ra&s seinsible a altas lemper·a.lur·aa. 
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FIGURA 21.- Efecto de la temperatura sobre la medición de la 
actividad pectinol!tica de los filtrados de Aspergi 
llus sp {o) y su cepa mutante IRG63 (•) medida por 
azdcares reductores. como sustrato se utiliz6 pecti­
na en amortiguador de acetatos. Los filtrados provie 
nen de fermentaciones con cáscara de limón 1,, 200 -
rpm. y 37ªC. Estos resultados son :promedio~el expe­
rimento que fué realizado por duplicado. 
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Cuando los filtrados d• ambas cepas fueron incubado• a 20 1 

29 Y 37 ªC se mantuvo el lOOS de Ja actividad a las 

seis horas. Al incubar les filtrado& a SO ªC, 

sp. 

dos horas 

filtrado• 

de incubación, mientras qu• Ja actividad d• los 

de IRG63 pi•rd• el SSS d• la actividad a las seis 

horas d• incubación. La constante de inactivación Ck) 1 

para el filtrado enzim•tico d• la ailv9stre fu• de J.SJ 

u I min. y 

parece ir1dicar 

resistentes a 

sp. 

para el de 1• mutante o.ose u I min., Jo cual 

que las endop•ctinasas de IRG63 son ••• 

altas temperaturas qu• las d• Q.9g,ec:,si..l.l.&la 

Por otro lado, la estabilidad medida por reductores, 

ElCWRA 22 

filtrados 

actividad 

presento un compor-tami•nto si mi lar· en lo• 

de ambas c•pas y a• ob••rvb qu• a so•c la 

inicial •s afectada aproximadam•nl• un 65~ a las 

seis hora& de incubación. 

De acuer·do a nu•stros r•sulta.dos, los filtf"ado• de la cepa 

mutante mostraron ser· mAs establ•s que Jos de la c•pa 

silv••tre. Buscando una explicaciCn, ••midió •l pH d• 

Jos filtradas de ambas cepas y ae encentre un pH d• 4.0 •n 

la silves~re y pH 3.3 en Ja mutante, la cual podrla 

afectar en mayar grada Ja actividad enzim•tica d• la 

silv•stre. 
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CONCl.LISI ONES 

Durante el d•warrollo ••"este trabaja se deMastr6 que la 

si lv••tr-e d• sp. produce pectina••• 

extracelular•• a partir d• varia• d•••chas agraindu•trlal•• 

que contienen dif•rent•s concentraciones de pectina. per·o la 

cA.scara d• 1 i•ón fu• •l ••Jor sustrat.o par·a pr·oducir· 

pectina••• d• tipa •nda, que son las de mayar importancia 

La •ayor producción en es~• desecho paree• 

estar m.. r•lacionada can la naturaleza qufmica da la 

pectina, ntil.s que a la concentraciór1 •n al dea•c.ha. La. 

ca.acara d• 1 i•ón, a.demA& de ••r un buen inductor- de 

la• pectin••••• •• •.ln d•••cho que eB t.\ di spor. i b 1 e 9r·an 

parte del aRa en grand•s cantidades. 

Se dasarolló un m•todo para la preseleccidn de 

11ut.ent•• hiperprflductara•, ~n donde las mejores conQicion•• 

par-a la detección del halo de hidróliais a-r1 placa 

fueran: 0.2SS d• p•ctlna y 2~°!'9 x ml de ciclaheximida, 

incubando 48 horas a 3'7 ªC y ut i 1 izando yodo c.otao 

revelador. e!lte m•todo fué bueno par·a preselecc.ionar 

acho cepas mutante qu• formaron un halo de hidrblisis 

mayar que •l de la cepa si lve•tre y que i t~c.rernentaran cuatro 

veces la actividad endo cuando .fueran cr·ec:idas en pectina 
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clt.rica grado analftico, pero no cuando se \Ltilizd la 

cAscara de limón 1 en donde ue observó que J a.s mu t ar1tes 

acumulan m~s grupos reductornG que la silvestr& ~~ &l 

Cll 1 t. i VO duran t.~ las horas 

Por et.ro lado, se demostró que las pectinasaa do 

sp, sen sensibles a la represión c•t.abdlica 

causada par las grupos reductor•• no diali%ables que•• 

&cumulan •n •l m•dio d• cult~vo durante lar;. prime-ras ht'lras 

ferm•ntaci6n 1 ya que se observa qu& a mayar• 

acumulac i6n de grupos r•ductares hBy me-r1or produce idn de 

la actividad endo. Con respecta a la actividad exo, se 

la aparición de Ju ~ctividAdJ 

a.poyan a otr-on litncon·t rada• 

a que la actividad endo y cxo 

re•pond•n d• m•n•r• di f el"'ant.e a est. lmu 1 os regu l at. ar· i os.. 

En ba•• ... los l"'&BIJ 1 tados obtetlidos se decid16 

••lacctanar mutantes ln•enslbles a represi6n calabdlica1 

una fuente d• ca~bono adicional a la. pectina que r111prl111i6 

1• •lnt••i• de p•ct.inaaas de 8WJ;1e.i:s.J.1..lt.U1. ep. fu~ •1 

gl lcerol 1 ya que no !le observ6 e 1 ha~ o de- h i dr·6 l i G t s que 

aparece ~• crec•r al mlct"oorganismo en pectinas entre est.as 

cepas 

act.ividad 

la IRG63 y la JRG37 fueron ·me>nos af&ctadas •r1 au 

pectinol ltica 111edida por· y 

viscosimetrla por la. pr&-sencia del gl ic:Eof'ol cuando fu•rar1 
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crecida• en 

campart.6 cama 

cuatro veces 

1 t11i!ln como 

medio liquida. Ln cepa silvestre se 

una cepa hip&rproductor·a 1 pues ir1cre1Rent.d 

la actividad ende al utilizar Ja cáscara d• 

sustrato¡ este incremento se- obser·vd 

tambt•n cuando se l"eali2ó &l cultivo vn Ter·tRentr.i.dor de 

14 empleando. sales tnr:tustriales y a:Jua di• 19 llave. La 

actividad m•dida por reductores fu• practicament~ Ja misma 

en las cepas silvestre y mutante. 

Se demostró que tas pectinasas de IRG63 pr·oba.das en ur1a. 

aplicación r•presentattva de su uso ~n la industria, 

presenta el dable de la actividad clarff icante d•I jugo d• 

manzana qu• la c•pa. Ri lvestre, lo cual af1oya IR importa.ne ta 

d .. hacer "l escalamiento del proceso para llevar la 

producción a un nivel industrial. 

Tanibt6n •• observó qu• JRG63, al igual 

•P• •• estable durante tr•• m'.:l'ses de resi~rnbra 

en su producción de tipo endo. 

El pH )' tempera.tura Opt jmos act.ivida.d 

pect.tnalltica de 1A'B cep111:• silvestre y rnutante fuer-en 1nuy 

~i~iia~os, aienda el rango de.pH a~tima de actividad po~ 

reductores y viscosim•trla entre 4.0 y 5.5 y la 

t.emperatur~ 6pti•a de la actividad por reducto~eG está 

•ntre 40-C y 60•C. 
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Por- 6Jtimo 1 

pectinasae de 

la •stabilidad a la 

tipo enda perece ser 

temperatt.t.ra d1t 1 as 

mayor en lao. mutante 

cuando se incuban a al tas temper·aturas, que IRG63 

mantiene un 1115% de su actividad cuando son ir.cuba.das a seis 

horas a 50 ªC, 

con&erva el· 5% 

mi ent.raG que Jl~e.c.9ilJ.IJ.5. sp • sd) O 

en la& mismas condiciones. Aó.n cuando Ja 

mayar 

debida 

&st.abilidad d• las endop•ctinasas d• IRG63 p•.idi•ra ••r 

a la rnut.ación 1 serA n•c&sa.rio hnc:er ot.r-oa 

experimentos 

precisas. 

al respecto que nos apart~n datas mAs 

La c•pa mutante IRG63, que -fu¿. Qal•c.ciona.d1.1 c:n1no 

insen•ible a reprerai6n por gl icero1, es w.dc¡.m4.• 

hiperproductora de endapectinasas cuando se utiliza la· 

c.i.scara de 1 i món como fuente de car· bono. En base a 

nue1>tros raaul ta.dom consideramos que lan pE·Cl i n.:..aas de 

JRG63, tienen un potencial de aplica.cidn pr.•ctica y qui? 

asimismo 

producción 

mu ta.gltnes i a 

utilizando 

Bigue 

po 

SÍCl'tdO suc•ptible a 

rnan i pu 1 ación s•n•t. i ca., 

otros AC3entee. 

incf'ement.ar 

)"~ cea por 

1nuta13énicosJ empleando 

si•t.J?mas da r•combinac16n r:omo J.;¡, fusidn de 

protopla•tas o biéri mediante e-1 empleo de- td>cniC:ilH d• 

ingenierta gen~tica. 

•u 
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