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S EN

La produccién de los diversos metabolitos de origen microbiano, incluyendo las enzimas,

se encuentra afectada por las condiciones de cultivo, en panticular por el pH del medio, el cual
bién pued difi Ia fisiologi uk 4 do la permeabilidad y potencial de la
membrana plasmitica, €l pH interno, Ia expresién g ¥ la si is de p! i Los diversos
estudios sobre el efecto que el pH del medio tiene sobre la fisiologia y la produccién de

boli microbi han sido realizados en bacterias, en dici de pH o6pti para su
crecimi istiendo poca infor 16 de det efecto del pH en otros microorganismos y
sobre todo, dos en dici Por lo que resulta interesante evaluar 1a respuesta
de los hongos fil Itivados en dici de estrés por pH debido a que estos

microorganismos, tales como Aspergillus, son los principales productores de enzimas a nivel
industrial, ademas de que tienen 1a capacidad de crecer en un amplio rango de pH, y sobre todo en
condiciones dcidas, como ha sido reportado para Aspergilius nidulans, ¢l cual es capaz de crecer
en un medio con un valor de pH tan &cido como 3.5 6 tan alcalino como 9.0.

Este proyecto p evaluar e} efe que el pH del medio tiene sobre el pH interno
las difi i1 ' postrad i Ll especifi 1a gli ilacion, tr do de bl cual
es la relacion entre éstos y Ia ion p i do como delo de dio a las i
pectinoliticas. Debido a que en grupo S COn Ci y dos cepas del genero

Aspergillus, decidimos seleccionar aquélia sobre la cual el efecto del pH del medio fuese mayor.
Con este fin las diferentes cepas fueron cultivadas en medio sélido a pH de 2.5 y 3.5, Bajo estas
condiciones un alto nimero de estos microorganismos crecio a pH de 2.5, de los cuales la mayoria
inolitica (d inada como halo de hidrolisis), a este valor de pH. Sin

s e

pr O alta P
embargo, sélo siete de estas cepas presentaron una alta actividad especifica. De estas ultimas, al

ser cultivadas en medio liquido, 36lo 1a cepa MGNM-180 mostré un alto nivel de actividad.

En forma general, el crecimiento de Aspergillus MGM-180 al ser cultivado en diferentes
imitlar con ion del ob ido a pH de 2.5, condicion

valores de pH (2.5, 3.5 v 6.5), fue muy
en la cual éste se redujo alrededor de un 70%, relacion at obtenido a los otros valores de pH. Por

otro lado, 1a prod ion de la endopecti estuvo afe da por el pH del medio, produciéndose
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sélo en un intervalo de pH de 2.5 a 3.5, mientras que la P fue producida en un rango
de pH mas lio y su prod ion no bid tan drasti como la de endopectinasa. Ambos

tipos de actividad pectinolitica tuvieron su mayor produccion a un valor de pH muy acido (2.5),
tanto en volumen como en unidades especificas de actividad, siendo a este valor de pH donde su
duccion en ¢l crecimi > de este microorganismo, lo que sugicere una gran eficiencia

obtuvo una
de la sintesis y/o secrecion de estas enzimas a valores extremos de pH.
Cuando Aspergillus MGM-180 fue cultivado en un rango de pH de 3.5 a 7.0, el pH
o entre 5.8 y 6.3, pero cuando el valor de pH del medio fue de 2.5, el pH

intr I , S€
intracelular tuvo un valor de 4.2. Este decremento en el pH interno correlaciondéd con un
incremento de ambas actividades pectinoliticas, tanto exo como endo. El anailisis electroforético
’ o de protei extracelulares, conforme el pH

correspondiente mostrd una di ion en e}
del medio se acidificé, observando la presencia de una banda de protcina con una masa molecular

de 48 kDa, la cual presentd actividad pectinolitica en las muestras que provenian de los cultivos de

pH de 2.5 y 3.5, pero no se detectd dicha actividad en la muestra de cultivo de pH de 6.5.

La pr ia de 2-d i-D-gl redujo la produccion de la actividad exopectinolitica,

mientras que el efecto sobre la actividad endopectinolitica parecido responder mias a un efecto de

represion catabélica, aunque no sc¢ observd ningun efecto de este inhibidor sobre la actividad

exopectinolitica intracelular y Ia proteina cxtra c i lutar. El alisis electroforético

correspondiente mostré dos bandas con actividad pectinolitica: la primera con una masa molecular

de 48 kDa, la cual se produjo en las diferentes condiciones dc cultivo, as que la da con
una masa molecular de 45 kDa, se d ani do el microor i crecid en
pr ia de 2-d i-D-gl Por otro lado, la pr de i icina en ¢l dio de

cultivo modifico la actividad pectinolitica do el pH del dio tuvo un valor de 2.5 y 3.5,

pero no cuando el pH fue de 6.5.
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CAariTULO 1

INTRODUCCION.

Los habitats de los microorganismos son muy variados, y los diferentes factores
d £t su desarrollo son la disponibilidad de agua y nutrientes, el

i les que p
pH, la temperatura, ¢l oxigeno y la luz, los cuales juegan un papel importante en la

proliferacion de los microorganismos dictaminando el tipo de desarrollo y cantidad de éstos.

Entre los diversos factores existe una interrelacion muy estrecha v la variacion de uno de
i i hacia los demas (Rose, 1977;

éstos pucde afe la resp del
Kozakiewicz and Smith, 1994,. Cuando un microorganismo se enfrenta a un cambio
ambiental y permanece por largo tiempo en dichas condiciones, éste puede sufrir una

adaptacién al nuevo ambiente (Myrold y Nason, 1992).

Los microorganismos dentro de la naturaleza crecen y se desarrollan en ambientes con
diferentes rangos de pH. Aunque para su crecimiento requieren una concentracion muy
pequeia de iones hidrégeno, ya que altas concentraciones de este ion pueden ejercer un
efecto toxico o letal para ellos (Rose, 1997). Las bacterias en general son microorganismos
neutréfilos que sobreviven dentro de un rango de pH de 5.0 a 8.5, exhibiendo un maximo de
crecimiento cercano a la neutralidad. Existen, sin embargo, algunas excepciones a esta regla,

entre las que se encuentran las bacterias de acido acético y sulfureas que oxidan azufre a
tienen la capacidad de crecer en ambientes

acido sulfirrico. Alg microor
acidos, como pueden ser algunos suelos y lagos, en donde el pH se encuentra en un rango de
3.5 a 5.0, ademas de que pueden crecen muy bien a un valor de pH neutro, por lo que se les
qQue pr 1 un valor de pH optimo

idotol A los microor

como

W I8 0 A o e e
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de crecimiento menor de 5.0, se les denomina acidéfilos, como el caso de las

quecb ias Sulfolobus y Thiobacillus, que son acidéfilos obligados ya que sélo pueden

crecer en un rango de pH de 1.0 a 4.0, con un 6ptimo entre 2.5 y 3.5 (Cobley y Cox, 1983;
Brok, 1991). Los hongos filamentosos se desarrollan en un amplio rango de pH, sin

embargo, en la mayoria de ellos su crecimi se ve fav ido por los bi acid,
(Caddik, 1986).

Fosfodiast P
scida acida
o v, . -
paj |n-bi
Fosfatasa 1sopenicilina N Proteasa
alcalina sintetasa alcatine
— +—+ +—+
palD ipnA pna
activa

T——— sefial & --—-- ~ PaIA. B.C.F.H,1
Prot
I regulatoria

pacC represion
PH acido activacién

pH slcalino

inactiva

enzimas por

Figura 1. de 16N por pH,
Aspergilius nidulans ( Tilburn ef. a/., 1995),

El pH del medio en cual crece un microorganismo puede influir directamente en el tipo de

metabolitos producidos, como es el caso de la fosfatasa acida la cual sélo se produce cuando

Neurospora crasa es cultivado a valores menores de 5.7 y la produccion de la fosf:

alcalina se obtiene si el pH de cultivo es superior a 7.4 (Nahas et. al,, 1982). Arst y Orcjas
(1995) reportaron que en Aspergilius nidulans el pH actiia sobre cinco genes: pacC, el cual
da origen a una proteina regulatoria, que activa a los genes palA, B, C, H e I los cuales a su
vez dan lugar a protei: que se prod en bi Icalinos, por ejemplo la fi
reprimiendo ademas la si is de las

s

alcalina, isopenicilina N sintetasa y la proteasa

i
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P i que se prod en dios acid como la fosf: acida, fc di asa icida y
Ia permeasa de GABA, pero cuando el medio es Acido la protei ladora se i iva y

por tanto los genes alcalinos se encontrarén reprimidos, y los genes dcidos se activarin (fig.
1).

El grado de acidez del medio puede modificar el potencial y permeabilidad de Ia
brana pl Atica y el porte de solutos (fig. 2) (Olson, 1993), ademias, ocasionar
una alteracion de los diversos procesos boli y produci bios a la morfologia de
un microorganismo, tal como ha sido observado en cultivo continuo de Penicillium
chrysogenum, el cual al ser cultivado a un valor de pH por arriba de 6.0 1a longitud deé las
hifas sufren una disminucién, pero cuando el pH se eleva aproximadamente a 6.7, se forman
pelias en lugar de hifas sueltas (Rose, A. H. 1997).

PH sxterno -

Membrana Proteinas de membrans
e — te ionico S ——————
Potencial de membrana

cotutar 1 r,nl \ ‘.

Metadbolismo —

Transcripcién -
Traduccion

l | .

Genes

Figura 2. Efecto del pH . Sobre il {Clson,1993).

Los cambios en el pH externo ademas pueden alterar el pH intracelular (pHi) lo que puede

modificar los diversos procesos celulares, tales como las modificaciones postraduccionales,
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debido a que el pH citoplasmatico es cercano a la neutralidad, mientras que en algunos

B como ¢! complejo de Golgi, donde se llevan a cabo estas

difi es de 7.0, e incl en alg partimientos, como las cistemnas

trans, el pH puede ser mas dcido. Ha sido observado que algunas células que han sufrido
alguna mutacion en la que se dafia su i de acidificacié

en estas cisternas se han
observado ciertos problemas con el proceso de gli ilacion de las p il

lo que i
que el bajo pH de las cisternas del aparato de Golgi es necesario para ésta funcién (Al-
Awgati, 1986).

Existe una tendencia en las células a el pH interno cerca de 1a neutralidad para Ia
optima actividad de las enzimas intracelulares (Brok, 1991). Booth (1985) reportd que los
. N 46 £l hils
microor

valores de pH intracelular en un rango de 6.5 a 7.0,
mientras Que en los neutrdfilos el rango de pH interno es de 7.5 a 8.0 y los alcalofilos tienen
valosres de 8.4 a 9.0. Por ejemplo, Aspergiilus nidulans puede crecer en un rango de pH
externo de 3.5 a 9.0, mientras que el pH interno varia de 5.6 a 6.0 (Caddik, 1986), Bacillus
halophilus, al crecer en un intervalo de pH externo de 9.0 a 11.0, mantiene su pH interno en
un rango de 9.0 a 9.5 (Boot, 1985). Esta regulacién del pH intermno se encuentra dentro de
rangos estrechos, a pesar que los cambios en el pH extracelular pueden ser muy grandes.
Estos s6lo se puede lograr mediante ¢l control homeostitico, el cual utiliza diversos
mecanismos para regular el pH interno (pHi), entre los cuales se encuentran:

1) La permeabilidad de 1a membrana (Boot, 1985), la cual es relativamente impermeable a
los iones hidrogeno e hidroxilo, por lo que la cc ién en el ci 1 de estos iones

puede permanecer relativamente constante, a pesar de las variaciones en el pH del medio que

rodea a la célula.

2) La sintesis de proteinas extracelulares, que pueden funcionar como acarrcadoras de
protones (Myrold y Nason, 1992).Esta, al tener grupos ionizables, presentan una carga’que
depende en parte del pH del medio en el que se encuentren. Por lo que, cuando se
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an en dici i lulares acidas, pueden captar protones y acarrealos fuera
de 1a célula o al i ior de al| or |

idad amortiguadora. Booth (198S),

3) La produccién metabdlica de 4cidos o bases con cap
al crecer en ambi Icali prod prod

reporta que alg microor

de fe i6n acidos y prod neutros do crecen en ambientes acidos, para de esta
forma contrarrestar el efecto toxico del medio. Dos cjemplos de este fenémeno son:
Clostridium buryli . que al arse en un bi 4cido si iza jas i
para la produccion de butanol a pariir de butirato, y Klebsiella aerog i

para Ia prod ionde b diol a partir de acetato.

COTRANSPORTADOR
PROTON/CLUCOSA

de p y participa an la

Figura 3. La ATPasa funciona como un P
regulacion del pH interno.
La entra por un con protones en un proceso activado por una prot
sensora de vl (GGS1) y se de a gl fosfato, r i

i (HK). La g! -B-fosfat: il a una p i {PK) de
que a su vez fosforila a ia H"ATPasa activandola. En el nucleo, la glucosa.-6-fosfato activa al
promotor de la H'ATPasa mediante un factor TFU, aceterando fa sintesis de Ia ATPasa

(Guerra y Uribe, 1995).

elna
una

PR e Doz s arae
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4) La expulsion de p: (H") medi et i de antip que se basa en el

intercambio de H* con otros iones (K*, Na®, Ca™), a través del acoplamiemo con una
ATPasa (Booth, 1985; Olson, 1993, Guerra y Uribe, 1995). Esta expulsa a los iones

hidrogeno del ambi i tul do un gradi de p ial el qui que

suminisira la energia para introducir iones inorghné inoécidos y v . El

i bio de iones hidrog por otras molécul. tul [ ite la regulacion del

pH interno. La ATPasa se ha encontrado en varios tipos de hongos: Newrospora crassa,

Sch Fo pombe, Saccharr cerevisoe, Candida tropicalis, Candidk

albicans, Di '/ dli scoick v Kiuyver lactis (fig. 3) (Guerra y Uribe, 1995).
™. S.

En los org: las p d por los ribosomas son
depositadas di en ef lumen de! reticul doplésmico y después son transponadas
al aparato de Golgi. En su paso por estos éstas sufren diversos

bios estr 1! o modificaci P ducci || proceso que también se les
como d ion de la proteina, ¥ que da lugar a una biomolécula activa y
funci ). La d ion la cad polipeptidica implica un proceso de:

a) Plegamiento, en donde la cadena polipeptidica se dobla sobre si misma medizante la

formacién de enlaces disulfuro, puentes de hidrogeno y fuerzas de Van Der Walls,
litica de algunas secuencias de

b) Protedlisis, que i en lar i p
aminokcidos.
c) Medifi ién q i di 1a cual son adicionados algunos grupos acetil, metil,
o o hidroxil y carboxil a Ia cad polipeptidi
dicién de icidos gr alap i

d) Acilacién, o

€) Glicosilacién, en Ia cual se unen cad de carbohidratos a la p




EFRCTO DEL pit § INKIBIDORES D LA GLICOSILACION SQBRE LA SECRECION

- GLICOSILACION.

La glicosilacion es una de las modifs p ch les mis g lizadas quis se
Blevan & cabo en las p { bl ¥ p 4 de b Enelp de
glicosilacion, los olig: idos que se unen a la p i afren di bios a su psso
por el reticul doplésmico y de Golgi, los les deben h ya
que el tipo y ia de los carbohid: juegs un papel imp en of al -

. distribucién y funcionalidad de dichss p En la glicosilacién uno de los anicares mis
importantes es la se ha prop que dependiendo ded ido de este azi la
daen los hi o Jadada al ior de Ia célula (Voett,

proteina puede ser al
1992).

EOs DE GLICOSILACION. .

Bisicamente existen dos tipos de glicosilacion, la N- y la O-glicesilacién, En Ia N-
licosilacién, se inicia en el reticulo

glicosilaciém, La adicién de G en la N-gl
dopl en donde Ia se une con un de N- ilgh ins (NAG) a la
d polipepsidi d. un enk B-N-gli dico con un nitrog del grupo amino
de un residuo de asparagina (Asn), que se enla Asn-X-Ser o Asn-X-
‘Thr, en donde X es un iduo de Iqui inodcido con pcidén de prolina (Pso) o
aspantato (Asp) (fig. 4a), la estructura formada es ramificada y en la cual pueden estar
i h dos dife tipos de en su pr i estén i I das por lo
once dife: La O-glicosilacion se inicia en e} aparato de Golgi, en dynde
el disacirido B-galactosil-(1-3)-a-N. igal. i se une a la cadena polipeptidica a
través de un enl a-O-glicosidi aun 71 del grupo -OH, de un residuo de serina
(Ser), o ina (Thr), siendo poco que algunos arziicares como xilosa o gsiactosa
pued 1 a-0O-glicosidi con Ser o Thr. (fig. 4b), su estructura es simple, en
lacion a la N-gicosilacién, Ia cual puede contener uno o vasios azicares y la adicion de los
il a las que estin

carbohidratos, puede ser catalizada por gl
i 1 das en Ja N-gi ilacion. (Voett, 1992).
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]
hy D

Ser/The ——— o= Ber (0 Thry ==

— F™r

@ Asioo N-acntinewantics a v
@ tiancss g N-aceilgatsciossmine j

Figurs 4. Tipos de r o la un
eniace de tipo: (8) N-gncntldlca a un rnlduo qutn o (b) o—gll:o‘ldlco - un mlduo de s.r ©
Thr (Jenkins snd Curling, 1t ).

FUNCXON DE LA CLICOSILACION.

Arnbos} tipos de gl il propo. a la pi ina car isti impor En
diversos dios se ha do que la O-glicosilacién estd involucrada con Ia secrecién
ilacién esta relaci da con la estabilidad de las proteinas

proteica, mientras que la N-gli
(tabla 1), se ha observado que cuando un mismo tipo de proteina presenta diferente grado de

glicosilacion su actividad y estabilidad se modifica (Frukawa y Kobata, 1992). Otras de las

alap ques p Ii

funci delag ilacion son: el dar pr
debido a que los carbohidratos son un impedimento .fisico para que las proteasas actien.
Ademis, la unién de los carbohidratos a la proteina le confiere una mejor solubilidad, puesto

que los residuos hidrofobicos son cubiertos por los carbohidratos, también se ha reportado
(Jenkins y Curling, 1994).

ilacién tiene r i6n con la resp

que la gi;
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EFECTO DEL pH E INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION SOBRE LA

Tabia 1. Efecto do la N-y O
Enzima Tipo de gilacenacien
a-Amilass
Endo 1 N.
Endo n o-g
Exo glucanasa N . &
O-glicosilacién o af; 1982
Invertesa O-glicosilacién secrecion Chu of. &/.; 1978
Kou y Lampen; 1972
secrecion Koy y lampen;

Fosfatase acids O-glicositacitn

INHIBIDORES DE LA GLICOSIEACION,

El estudio de la glicosilacién se ha llevado a c.ubo mediante el uso de inhibidores que
lig: aridos. La inhibicion de la N-glicosilacion, se

is de la cad de Jos

bloquean la

obtiene al utilizar a la tunicamicina (TM) (fig. Sa), la cual inhibe la reaccién de dolicol-P y

uridin difosfi N ilgl ina (UDP-N- i ina) ya que la tunicamicina es
ilgh i el cual es io para la formacién

un antibiético anilogo del UDP-N.
de! dolicol-PP-N-acetilglucosamina, siendo éste el acarreador de los carbohidratos a la

4 polipeptidi en la N-gl

Por otro lado, el estudio in vivo de la O-glicosilacién no ha sido ficil debido a la falta de

inhibidores especificos para este tipo de glicosilaciéon, aunque en diversos estudios se ha

utili do la 2-d i-D-g! (fig. 5 b), el cual es un andlogo de la gh y No
se conoce a ciencia cierta c6mo actia este desoxiazicar, aunque se ha propuesto que la
inhibicion de glicop i por la 2-desoxi-D-gl es debido a la inhibici de la
fosfoglucosa isomerasa y la f i ' ias para la is de

ilacion, en las protei di la

manosa, la cual es necesaria para la iniciar la O-gli
unién de 1a manosa al grupo hidroxilo de un resid! de serina/tr

1987; Kuo and Lampen. 1972, Kratary er. al; 1975). Por otro lado, se ha propuesto que la
conla is de p como ha sido

(Kubicek. er. al.,

2.desoxi-D-glucosa puede interfesic dir



EFECTO DEL pH B INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION SOBRE LA S8ECRECION DE PECT INASAS DE Aspergilius MON-180.

E L]
a
H .
HaC Won Q@
/CH—(CH,;.—C—C—c—é' Ly )
Hye n =8,910,0 11 " o * -
. CHON
o
LR
H > 4
b on oH .
H
Figura 8. de (a) la tur vy (b) la 2.d. i-D- (Voett, 1892).
observado en protopl de Sacc/ 1y cerevisiae, donde este microorganismo

produce glicoproteinas como la fosfatasa acida e invernasa, pero cuando es cultivado en
presencia de 2-desoxi-D-gh no se pr dich i

libres de manosa. Por otro
lado, la cantidad de invertasa intracelular, es similar a la encontrada en presencia' de

2 lohexinmid: pS

lo que

i que este tiene que ver con una inhibicion en la sintesis

de proteinas (Kratary er. al, 1975). También se conoce que este desoxiazicar inhibe

y secrecion de manoproteinas, ¢ interfiere con la formacion de
polisacaridos involucrados en la sintesis de la pared celular,
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impli i ciales, tanto para terapia humana como para

Diversas pr con imp
usos alimenticios, han sido ob id di écni de binacién in virro, sin
embargo, uno de los y probl se p do se utilizan organismos
P 16ti como si de expresion, ya que éstos no puede gli ilar a las p i
por lo que éstas bi léculas pr deficiencias en su funcién. A este p los
h fil pr y ja al ser utilizados como vehiculos de clonacién

de genes de origen eucaridtico, ya que poseen una via de secrecién que permite que se lleve

licosilacion de las pi pr do una mayor eficiencia en la exp y

acabo Ia
una aita capacidad de secrecién.

LOS HONGOS FILAMENTOSOS.

Los hongos filamentosos han sido utilizados como delos biologi para
fisiologi bioquimi y i en donde se ha logrado der el funci H
celular de los organismos eucariontes. Los imi btenid, sobre estos
microor i han ido gran impor ia en el po de la dici agri
industria e § igacion basica y aplicada.

Estos microorgani son saprofi | bié i \} pecies pariési

habi v dici en

q

Son capaces de crecer en una amplia variedad de ;
1a mayoria de ellos, crecen en hibitats terrestres que presentan una alta actividad de agua
(Av) (Brok, 1991), se desarrollan sobre el suelo, materia vegetal muerta o en estado de
i lulares que cllos
iclami del carbono

orginico, ya que debido a su gran diversidad bolica y de su plio si ima
de degradar una gran variedad de prod

descomposicién, la cual degradan a partir de las
d fiando asi una importante ion en el 71

estos microor i son cap
(Lamar, 1992).

dos para la produccién de diversos metabolitos

Losh fil den ser utili

de interés humano, como #cidos orgénicos, ibidticos, protei y i Alg!
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cjemplos de ésto son Penicillium y Cephalosporium los fes son prod de

antibidticos (Brok, 1991) y Aspergillus niger productor de #cido citrico y di
(Kozakiewicz and Smith, 1994).

Aspergillue.

El género Aspergillus i 200 especies y iedad \} de ellas han sido
clasificadas como h imperfe d de Ia divisién Deuteromycots ya que no se les
conoce una fase sexual dentro de su ciclo de vida (por cjemplo Aspergilius niger, A. oryzoe,
€1C.), mientras que & Otras especies, como A. rnidik 1a cual p: una fase sexual, se le
clasifica d de la divisién A ta, siendo su b Emericelia nidulans,

que el b 0 utilizado es ¢l de el estado imperfecto (Ward, 1991).

Estos hongos preseman gran versatilidad para crecer en diferentes condiciones
ambientales, algunas muy desfi bles, por ejemplo Aspergillus nidulans que es capaz de
sobrevivir en un rango de pH entre 3.5 y 9.0 (Caddick, er. al., 1986). Algunas especies de
este género presentan mayor importancia econémica, como Aspergillus niger, que produce
el 95% de las enzimas comerciales (Smith, 1994), las cuales pueden ser utilizadas en la

jab ion de ali para . (tabla 2), ya que algunos de estos
i i son iderados como GRAS (Generally Recognized As Safe). Estos
hong bién son prod de ibi6ti ¥ pi scido glucénico y citri
como es el caso de Aspergillus niger, A. cal A. jap y A ii. Sin embargo,
i iemb de este gé que pued 8 dafios al hombre, ya que algunos
son prod de mi i como Aspergillus ochraceus, A. parasiticus y Aspergillus
JSlavus, éste Glti es i de gr y ali 1] d i que, A.

JSumigatus cs ¢l causante de 1a aspergilosis pulmonar (Kozakiewicz and Smith, 1994).



EFECTO DEL p3¢ B INMIBIDORES D LA GLICOBILACION SOBRE LA o s

Tabis 3. por ospes do
T i Attt T
a-Amisss Ind, Gectioders wyzes
panaderia
Giucoamiless Ind, dot atmidén niger
ose oxidesa Ind. destiloders
P.n’.loﬂ-
Gilucosa deshigrogensea »p.
f-Glucanssa Caerveceris app.
B-Giucosidase niger
P-Glislactesidesa iger
Lipsan Preductes iécteos niger
Pectinasa Juges y vinos niger
Matsloprateinasa niger
Celuiess Juges y vinos spp
Juges 'VII\O. ape
Fitess Alimene pora .:lmdn e
Lectase Productes Mcteos aop
Proteass Cuero e
Pansderis
Suifidril oxidass Producties lcieos app
Tonasa 16 *pp
Catalass Tatiles niger
Glicerol oxidass Japericus
Tomade 0o Aspergiius, SUREE0 Por Srmith, 1904,
PECKINASAS.
Entre las di i producidas por Aspergillus se las pecti estas
i estin 1 distribuidas d de Ia b tanto en pl como en

i i en donde juegan un papel importante en la degradacién y reciclaje del
ial 1. En su produccion ind: ial se utilizan hongos del género Aspergilius tales

como A. niger, A. ory=ae y A. wentii (Fogarty y Kelly, 1982).

El principal uso ind: ial de las pecti se en el p i de frutas y
duras, para Ia clab i6n y clarificacion de jugos, vinos y concentrados, debido a que
estas enzimas solubilizan las ias pécti y disminuy la vi idad de_los
di fa iendo asi la i6n de los tejid getal do el

dimi en Ia prod ion (Witak 1984), y la extraccién del color de los vegetales.
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O1tras industrias como la textil y ia maderera hacen uso de este tipo de enzimas en los
procesos de tincion de las telas y conservacion de la maders (Fogany y Kelly, 1982;
Kurowsky y Dunleavy, 1976).

o
b .
Figura @ . de les a) dcido y b) .
(Kilsra, 1682).
Las pecti son un plejo de diferentes i €s que Gan sobre las
ias pécti (fig. 6). * de una manera coordinada entre si. Estas se clasifican,
principal d de tres categorias: 1) solubilizantes, 2) esterasas y 3)

despolimerizantes (tabla 3), 1a nomenclatura dada por la Enzyme Commission (E.C.) se basa
en tres criterios (Fogarty y Kelly, 1982):
1.- De acuerdo al substrato sobre el que ¥ (pecti acido péctico u oligo-D-

galacturonatos).
2.- Por el tipo de reaccion que catalizan (hidrolisis o trans-climinacién).
3.- Por el sitio, en el polisacarido, en donde se lleva acabo la reaccion catalitica (endo si

es dentro de 1a cadena, y exo si es en extremo reductor de ésta).

La pectin esterasa (PE) es una hidrolasa que desesterifica la pecti produciend 1

v acido poligalacturénico (fig. 7). tiene un rango de pH éptimo de actividad de 5.0 a 6.5
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EFECTO DEL g E INHIBIDORES DE LA QLICOSU ACION SOBRE LA

(Fogarty y Ward, 1974). El &cido poligal ico es hidrolizado por las poligal
(PG), las Jes pued: per los enl i de Ia cad (Endo-PG) formando
i 1 o den cortar los azu del polisacérido que se encuentran en el

extremo reductor (Exo-PG) dando origen a o tri (Rombd y Pilnik,
1980), e! pH 6pti para su ividad ica de Ias PG se encuentra entre 4.0-6.0. Las
polimetilgalacturonasas (PMG), por su parte, tienen como sustrato a la pectina, en lugar det

#cido poligalacturénico (Fogarty y Kelly, 1982; Kilara, 1982).

Otras pecti que bién d dan las sub ias pécti son las liasas, que rompen
4 a-1.4 g ki di el j de liminacion (Whitaker, 1984),

estas enzimas tienen un pH 6ptimo, generaimente de 8.0 a 10.0 (\Vithaker, 1984.; Fogany y

Kelly, 1982; Mac Millan et al, 1964a).

h{ 3. C;

Enzims Mecanisme do Ne. 8C Productes
——— sccién
Selubilizantes
Protepectinasas (PP) Hidrélisis B Peciine
Ramnogaiacturonass (RG) Higrdlisis
Ossssterificantive
Pactinesterass (PE) Hiardlisis AR N L) Actdo poligalacturénico *metanc!
:ﬂmﬂmbﬁmu-u (PMG) Hidrolisis
Masi natos
Exo-PMG Meti o
Polimetiigalactusonato lissas (PMGL)  Transeliminacion .
Endo-PMGL 4.22.10 Mati oligogalscturonatos
ingstursdos
Exo-PMGL Maetil
inssturado
Poligalacturonsss (PG) Hidrélisis
Endo-PG 3.2 Qligogalscturonatos
Exo-PG-1 3.2 Monogalacturonsto
Ewo-PG-2 3.2.1. Monogalacturonsto
Poligatecturonato liasa (PGL) Transeliminacién .
Endo-PGL 4222 Ol
Exo-PGL 4229
Actuan sobre oliga-D-gslacturonatos
Otigogsiacturonasa #
Otigogalacturonato liass Transeliminacién €.2.2.6 Mor

Adsptedo de Fogarty y Kelly (1982)
No.EC dado poria [ =]
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Protopestinase

WS K K — ke ST

favca,
Pectin tiass Pectinssa

Poctin esierass

dlgm-\ﬂ;
_.

K ‘:__K—PL Tk ekl

Figura 7. de de ias (Seksiy' 1992).

Este complejo enzimitico es muy amplio y ofrece una gran ventaja al utilizar dichas

il como delo de dio en la secrecién p ica en hongos fil como
Aspergillus.

Aun do se han lizado diversos dios sobre el efecto que el pH del medio tiene
sobre la fisiologia microbiana, la mayoria de éstos han sido llevados acabo en bacterias, por

to que ain se descomocen muchos de los aspectos del efecto que el pH tiene sobre los

hongos filamentosos, sobre todo cuando estos se an en dici de id
extrema. Por lo que resulta importante realizar estudios sobre la produccién y secrecion
dtica en dici de acid , Ya que esto dara como resultado:
a) E: der cédmo el microor i responde a los bi bi 1

b) Aprovechar este tipo de resp para ipular la prodi i6 tidad PP

y
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Es posible que debido al grado de acidez del pH extemo, el valor det pH interno se
modifique dand ig! a bi importantes en el grado de acidez en ¢l reticulo

endoplismico y el aparato de Golgi, como un H del l b Ati
modificando asi los p de glicosilacién de las pecti lo que puede al los
les de ion de estas
OBJETIVO:
El obj: dela On de este trabajo fue:
“Evaluar Ia 6n de pecti de Aspergillus, cultivado en di de d
extrema.”
Para lograr este objetivo se pl los sigui bjeti particul
a) Seleccionar una cepa que i y produj i pectinoliti en dici s de
acidez extrema.
b) Evaluar el efecto de! pH sobre el imi pH i lular y Ia ion de p
c) Evaluar el efe de inhibid de 1a glicosilacién sobre la i6n de estas enzi
ESTRATEGIA DE TRABAJIO.
Para al los objeti pl dos se sigui6 1a sigui gisa de trabsj
Debido a que con un nu de de dife cepas de Aspergilius, se
decidi6é seleccionar una cepa que al ser itivada en dici de id {
una reduccion en e} imi yuni enla ién. Dicho efe fue

P

definido como una condicion de estrés por pH écido, para lo cual se siguieron los siguientes
criterios:

1) que el microor H iera a pH de 2.5, pero que su imi fuera r, en
comparacion al obtenido a pH de 3.5,
2) que el microorganismo fuera capaz de producir pectinasas a pH de 2.5.
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3) que las pectinasas producidas a pH de 2.5 pr mayor actividad especifica que

las producidas a pH de 3.5.

La pnmcrl parte de Ia seleccién se realizaria en medio solido, a pH de 2.5 y 3.5,

d do Ia ividad como halos de hidrolisis y su como dik de la
colonia, lo es una forma répida de probar un gran ni de cepas. Después ias cepas
P lecci das, serian cultivadas en medio liquid: H do su actividad, como halos
de hidrolisis y el i como peso seco, seleccionando aquellas cepn que presentarsn
un mayor estrés por efecto del pH. Posterior a los mi 8 leci dos se
les d inaria 1a sctividad P liticatica, p en el dio de cultivo libre de
células, eligiendo a la cepa que p In Y ividad especifi Iculada en base su

crecimiento.
Una vez seleccionada ls cepa con la que se habria de bajar, se pr deria a $i las
inéti de inni y produccién de la ividad exo y endopectinoliti ivando al
en tres val de pH, eligi para esto un valor cercano a la neutralidad

(6.5), otro que ha sido reportado por Fogarty y Kelly, 1982 como el éptimo para la
produccion de estas enzimas (3.5) y por ultimo un valor écido en donde el crecimiento se

duj bl (2.5). También el pH i lular seria d d: ltivando a este
microorganismo dentro de un rango de pH externo de 2.5 a 7.0. Con el fin de determinar si
ia al in enel pH i hal. difica la glicosilacién y de relaci estos bios con
los niveles de secrecion, observados do el mi i es cultivado a pHde 2.5
Por otro lado, se Jud el efe de dos inhibid de 1a g ilacion, (2-d i-D-gh
para el tipo O- y tunicamicina para cl tipo N-), sobre Ia secrecion de las pectinasas de
Iaci esta infc ion con las posibl dificaci

Aspergillus, afin de
producidas por el valor de pH del medio. Para lo cual primero se deberia buscar la
inhiben Ia O- y la N-glicosilacion,

acion de 2-d. i-D-gl y que
8in que se Vi 1 afe das otras funci itales de Ja célula. Una vez encontrada la
acion para bos inhibidores, el mi organi seria cultivado en presencia de
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cada uno de ellos por sepsrado y evaluado su efecto sobre la actividad exo y
endopectinolitica.

En el caso de la 2-desoxi-D-glucosa, que es un andlogo de la gh ¥ que se que
36 bolica (G do, 1988) bién se utilizo glucosa a la misma

"

{4

Hn que este i
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l Diferentes cepas de AWMMTI

Seleccitén
Cultivo en condiciones de estrés en
medio sélidoapH 2.5y 3.8

T

Seleccitén
Cultivo en condiciones de estrés en
medio liquidoapH2.5y3.5

&

[ o siscsionado]

- Cultivo a diferentes valores de pH
(2.5,3.5y6.5)

|

Cultivo en presencia d
inhibidores de 1a glicosilacié
2dg tm

Cinética de crecimiento
y actividad pectinoliti del pH intracelula

I Determinacion J
r

Evaluacién de la tm
concentracion
- Precultivoa Precultivo ] .
pH de 6.5 apHde2.S,3.5y6.5
- 4
Cultivo a Eval ion del imi Cultivo a
pHde2.53.5y6.5 y ividad pectinoliti pHde 6.5
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CAarIiTULO 2
MATERIALES Y METODOS.

MICROORGANISMOS.

D Ia seleccion, pri _etapa del trabajo se utilizaron 52 cepas del géneto
Aspergillus, 47 de las cepas fi isladas de ial vegetal en do de & P 30
y las otras S cepas fi de coleccion (Nornth Regional Re h Lab ies, Peoria
Mlincis, USA). Posteriormente, en la segunda eupa se empled a la cepa seleccionads,
Aspergilius MGM-180. Todos estos mi 8 fi conservados en tubos con
medio inclinado de papa dextrosa agar (PDA), ¢ i das por un periodo de 72 horas, a
una temperatura constante de 37°C. B

C S VO.

. . a -
Los microor 1 d

en medio basal (MB), para la produccién de
pectinasas, el cual tuvo la siguiente composicion: Kz HPO, al 0.2%; KH; PO, al 0.2% y
(NH, )2 SO, al 0.2%, utilizando como fi de carb pesti citrica de 47% de

esterificacion, al 1.0% (Sigma Chemical Co. U.S.A). .

Para el cultivo en medio sélido, el cual estuvo formado por medio basal y agar al 0.05%,
los valores de pH inicial fueron 2.5y 3.5, i lando el dio por picad € incubado a
una temperatura de 37° C por 72 horas.
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La produccién en dio liquido fue llevada a cabo en matraces Erlenmeyer de S00 ml,
iendo 200 ml de dio, utili do tres valores de pH inicial para la fermentacion (2.8,
35y6S)a que se indique lo io. El del inéculo fue de 1 x- 10*

/ml de dio. Se i t a una temperatura de 37°C, con agitacién constante de

P

100 golpes/min., en un agitador reciprocante de | pulgada de desplazamiento.
IVIDAD B O ICA.

d4

La actividad pectinolitica total en medio sélido fue d por dos i del
método de difusion. En el primero, utilizado durante la primera etapa de la seleccién, en el
cua! se tomé un cilindro de agar de la parte apical de las colonias, ya que se ha reportado
que en esta ion se localizada Ia mayor secrecién de enzimas extracelulares
(Wbsten er. al.; 1991), las cuales fueron crecidas previ en dio sélido, las cuales
fueron colocadas sobre una placa de agar pecti e i badas toda la noche (14 hdru)
en una cimara humeda a 37° C. Después de este tiempo los cilindros fueron retirados de 1a
placa de i tando la ividad con rojo de rutenio al 0.05%, durante 30

B P

i después el de col fue ido, j do la placa con agua
destilada, observando las zonas de hidrélisis, a las que se Jes determino el didmetro (cm). La
gunda vari del métod pleada en Ia da parte de la seleccion, consistié en
utilizar 10 ul del filtrado libre de células, provenientes de los cultivos en medio liquido, de
las diferentes cepas, los les sc d 3 d: de pozos de 5.0 mm de dikmetro, en

P

una placa de agarosa-pectina, éstos fueron incubadas toda la noche, revelando la actividad
con rojo de rutenio, como se describio anteriormente. En ambas variantes del método de

difusiéon en agar 1a concentracion de pectina en las placas de agarosa-pectina fue de 0.1%.

La actividad pectinolitica pr en medio liquido fue tuada por Ia i 16
de los azu red es producidos a partir de una solucién de pectina al 1.0%, después
de la incubacion a 45°C durante 20 min. a pH de 5.0. Una unidad de actividad exo

litica fue d. ida como la cantidad de i que lizd la for: ion de 1.0 umol

P

de acido galacturénico en las condiciones de ensayo.
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La ividad endopectinolitica producida en medio liquido fue dida por el bio de Ia

idad en una solucién de pectina al 1.0%, a pH de 4.2, a una temperatura de 30°C, en

un viscosimetro de Oswalt (CANNON 200 651 1Y). Una unidad de actividad

dopectinolitica fue defini como la idad de i quemdqjoenunso‘/..la
idad de Ia solucién de i en un tiempo de 10 min. (Aguilar et. al., 1991).

V. r/ Y13

La electroforesis fus realizada en dici d Ji de acuerdo al método

descrito por Laemmli (1970). Los geles f ilamida al 10%, bi ilamida al 2.7%

(Bio-Rad 1ab ies). Las fi } das en un bafio a ebullicion por 60

segundos en buffer de muesira, el cual estuvo formado por SDS al 4% (Bio-Rad
{aboratories), glicerol al 20%, 2-mercaptoetancl al 10% (Bio-Rad Iaboratories), buffer '!'ril-
HCI 125 mM a pH 6.8 y azul de bromofeno! al 0.005%. La el ¢ is fue llevada a cabo
con 150 ug de proteina de cada muestra, a una corriente constante de 30 mA., en una

idad de geles verticales de 1.5 mm. SE-600 (Hoefer Sci. Ins. U.S.A) porun tiempode 2 a

3 hrs. Después de este tiempo los geles & idos en solucion de tincién, que
ia azul de C R-250 (Bio-Rad laboratories) al 0.125%, metanol al 30% y icido
al 10%, d 1 hora, y después fueron destefiidos con una solucién de icido
acético al 10%.
La actividad in siru (zimograma), fue realizada por dos técni disti 1) gel réplica de
aBArosa con sustrato & 2) con e} sustrato acoplado al gel de acrilamida.
Iviendo por cal i 1a ag: y

1) El gel réplica de agarosa-pectina, se preparé di
a una concentracién final de 1.0%, en buffer acetatos 0.17M a pH 5.0, adicionando la
] oni auna ion final de 0.1%, y mezclando. Este gel

P o #cido p

de aga pectina fue
0.17 M, a un pH de 5.0. ¢ i

1 do sobre el gel de acrilamida y cubierto con buffer acetatos
bado a bi toda la noche (14 h).
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T iendo este tiempo se revelo la actividad, col do el gel de ag: P en

una solucion de rojode r al 0.05% y enjuagado posteriormente con agua destilada.

1add,

, se les adicioné ina o0 icido poligalacturénico al 0.1%, segun se indique en et

2) Para los geles de a la acrilamida, destinad para determinar Ia

PEPSPE

texto. Después de llevar acabo la electroforesis, éstos fueron incubados toda 1a noche (14
horas) en &cido succinico 0.1M, el cual se elimind al termino de la incubacion,

posteriormente los geles de ate tefiidos con una solucion de rojo de

rutenio al 0.05%, y tratados como se describid anteriormente.

PIMIENTO CELULAR.

Para la tuacion de Ia ividad y proteina intracelular, utilizando 1.2 mg/mi de peso
seco. La bi fue | da con solucion isoténica de NaCl al 0.85% y colocada en un
desintegrador (Sonic Dismembrator 550, Fisher Sci.) para el rompimiento celular, el cual se
realizo en frio. Los restos celulares fueron dos por centri ién a 5000 r.p.m. el

b d fue perado y utilizado para su andlisis.

SELECCION.

Para la scleccion de la cepas de Aspergillus se buscé aquélla que al ser cultivad'n en

4 vy

dici de acid; , pr a una r enelcr Y un i

en la secrecion. dicho efecto fue definido como una condicion de estrés inducido por pH.

Las 52 cepas de Aspergillus fueron cultivadas en MB sélido, conteniendo pectina como
uUnica fuente de carbono, a un pH inicial de 2.5 y 3.5, por un tiempo de 72 horas. Tras ello se
o la actividad inolitica total, utilizando

midio el didametro de 1a colonia (cm), y se
un cilindro de agar de la parte apical de la colonia, como fue descrito anteriormente.
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Las cepas que respondieron al estrés por pH en medio s6lido fueron cultivadas en MB

liquido, a valores de pH inicial de 2.5 y 3.5, @ incubadas a 37°C durante 72 horas
do este tiempo la bi fue sep da, por filtracion, y se tud el 1

y se determino Ia actividad pectinolitica utilizando 10 ul de filtrado como ya fue descrito. A

las cepas que presentaron una mayor respuesta de estrés por pH, se les determino la

actividad pectinolitica, selecci do la cepa que 6 Ia may ividad especifica.

EEFECTO -] o o N COS,

Se utilizé 2-desoxi-D-glucosa (Grado I1 de Sigma). Para lo cual, el micelio fue

precultivado en ¢l MB, a pH de 6.5, durante 24 h., con el fin de ob £i idad
de bi después de este tiempo el micelio fue perado, | do con solucion isoténi
(NaCl al 0.85%) y trasladado a medio fresco, en donde fue cultivado a dife valores de
pH inicial (2.5, 3.5 y 6.5). Se probaron diferentes i de 2-di i-D-gh

(100, 150 y 250 pug/ml). Utilizando también glucosa (G) a la misma concentracién qt;e cl

inhibidor, para gurar que el efecto observado fuese debido a las al en Ia
glicosilacion y no a un posible problemsa de represion boli da por la 2-d i-D-
glucosa. En el caso del control el gani: fue do igual pero sin adicionar

ninguno de estos azticares.

La tunicamicina (Sigma Chem. Co; USA) fue pleada para inhibicién de la N-

glicosilacion. Este antibiético es i luble a val de pH de 6.0 (CalBiochem),

ind

por lo que fue io ir 1a si is de las pecti a los di 1} de. pH

Ttivad.

inicial evaluados, antes de utilizario, para lo cual el mi i fue p en MB

conteniendo pectina como unica fuente de carbono, a diferentes valores de pH (2.5 3.5 y

6.5), durante 24 horas. Posterior ta bi fue P da y I da con

oni d és fue ida a un medio fresco con un valor de pH de 6.5. En esta

condicién fueron probadas diferentes i de i ici (20 y 30 pug/ml),
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previamente disuelta en NaOH 20mM. Un volumen equivalente de NaOH 20mM fue
i do al 1 sin antibioti

METODOS ANALITICOS.

El imi fular en dio so6lido fue luado d i do el dik de la

lonia f& da en las dici de cultivo (cm), mi que en dio liquido éste fue
determinado como peso seco (PS). La proteina fue estimada en dializadas y libres
de células por el método de Lowry (1951), utili do como and 1bami de suero
bovinia (ABS). .

] CION D 1IN .

El pH i lular fue luado d do al método descrito por Caddick (1986). En
donde 1a biomasa fue macerada en hieclo seco y y pendida en Tucié
isotonica. A la cual se le midi6 el pH utilizando un p i6 ional (Bech

34 pH meter).
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CAPITULO

RESULTADOS Y DISCUSION
SELECCION DEL MICROORGANISMO :
De las 52 cepas cultivadas en medio sélido se encontré que el 90% de estos
& y produj pecti a un pH de 2.5, (1abla 4 a). De estas
! . una reduccidn en su - en

cuarenta y siete cepas, y siete
btenido a pH de 3.5, lo que se observa como valores menores de 1.0 en Ia

tabla 4 b.

dad PRTory

La mayoria de las cepas presentaron una mayor p i6n de ivi p
dio fue de 2.5 (tabla 4, columnas c y d). La relacién de Ia actividad

do ef pH det
especifica entre b 1! de pH, 6 que las cepas MGM-30, 50, 120, 160, 'llo
240 y 360 presentaron una mayor respuesta al estrés inducido por pH. Por oo lado, las
i un imilar en ambos valores de pH,

cepas MGM-150, 280, 370 y 440
mientras que las cepas MGM-10, 170, 200 y 310, al igual que Aspergillus. awamori y A.
do el pH del medio fue de 2.5, en

carbonarins, i on su cr
comparlclén al obtenido a pH de 3.5 (tabla 4 b). Esto indica que no lodos los

igual ante las condiciones icidas del medio, y es posuble que

éstos pucdan soportar valores de pH aan mas dcidos.
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Tabis 4. Praselecsion de 186 copas de Asperpiius, en medie séiide

CEFA a < a o] | CEPA . 0 < 15. [
M-10 C 18] 0.2] 0.80 MGM-270 = 31] O. X112
C K253 KD KX %5 : f:w:g:w
= - = =
Mamg RE = M-300 53'_._3_!_37‘ &7
[ MGM-S C [ 31 34] 0.16] 03861073
MGMB0 : L) S 320 c_J o581 6 58170381 7.53]
[ WGM-70__ 48] 0.80 M-3 X3 C¥D) ICFEN BERY
MGM-80 X MGM-340 881 .33 0.60] 066
MGM-80 N L1 — MOM-350 S 631 623) 627 1.30]
MGM-100 C Lid KELI L M-360 < %11 KEE) K-KF1 EXH
[~ MGM-110 C [6so}0: 370 C .as‘_.'&rr-zr_.za
[—_MGM-120 C Xyd X2 K 360 S .90] 0.80] 1.00] 028 ]
120 K K [ 1.008 C
[ mGM-130 C 3] 1,20 < 90 -40] 0.87] 0.43] 1.88]
EX KT R
MGM-140__ | C 63 082 ] MGM-4 G 3o) 140] 1631733
MGM-150 < =2 KX K MGM410 = X3 K1) SAT) M)
| G160 S ¥1) EET K MGM-420 C_J o8l 1661706 142
MGM-170 C 28] 6.30] X MGM-430 C X 14 6] C-EE KT
TIMGM-180 C Aw_%l" -79) 223 MGM-440 C .a__ g4} 033] 108
[——wicM-190 ] < 507 1. 0.63] 198 MGM-450 C ; 681 0.62] 1.42
MGM-200 C 8y 032023 130 M 0 C X3 K 'Tf": 23] 1.20 ]
[ wmGM270 1 C J 048] 1851100 1.6] c 771 1.80] 1.85] +.03]
MGM-Z20 Nl —1 —1 —1 —1 [a: = 671 038] 017] 165
~MGM-230 NE § ol ] ——1 —1 [A_swemor~ C K] M-XT) NX3A G
[ MGM-240 C 501 086] 0.29] 2.97] [A._cerbonareuss C 2017528176 45063
MGM-260 C_1060] 080 020]1.67] [A fumigetus® C 50 0.80] 062 .20
MGM-260 NC ] --—1 ——Jo7il o A_ochraceus® C_J 0.7 1 1] 1.55
@) Cracimianto 8 258 (C, crects, NG, no crecid).
ctividad . swlre
*) Cepa da colecciin. .
El alto nGmero de cepas que crecieron en dici de idez extrema a la
enorme capacidad de Aspergillus para ad se a dici adversas, la cual es una
P p
caracteristica muy ble, aun después de que al, de estos microor i ieron
por largo tiempo en dici desfavorables, como es el caso de las cepas de

coleccion. Aspergillus niger, A. fumigatus y A ochraceus, mostraron una reducciéon en su
crecimiento a pH de 2.5, mientras que en estas mismas condiciones Aspergillus awamori y

A. carbonarius 1o incrementaron, en un 50 y 20%, respectivamente.

;
4
E
3
;
it
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En la segunda parte de la seleccion las cepas MGM-30, 50, 120, 160, 180, 240 y 360

fi ftivadas en dio liquido a pH de 2.3 y 3.5, en donde se observo, que bajo éstas
dici de cultivo, la relacién del imi entre amb 1] de pH (2.5/3.9), fue
mayor en P i6n al cultivo en dio sélido (tabla $), con excepcitn de Ia cepa MGM-
360, la cual & su al ser cultivada en dio liquido, é¢sto pudo ser
originado por las difer ias en las P fisiologi que exi entre los culti en
medio sélido y liquido (Minjares, er. al., 1997). Con lo que resp ala idad
pectinolitica las cepas MGM-120, 160 y 180 las quo presentaron mayores (tabla $), siendo la
cepa MGM-180 Ia que p 6 la méxi idad, mi as que las cepas MGM-120 vy
160 una ividad del 83% y 90% pecti en P i6n & Ia cepa
MGM-180. La cepa MGM-360 por otro lado. a pesar de no pr una reduccioén en su
cr 6 una ividad p li [ pondi al 72% de Ia mixima.
Yabla 8. Presal on .
Activiasd
Cops® i
0.270 1.4 (48,
MGM-50 0.179 1.40 (48.8)
MGM-120 0.207 2.50 (92.3)
MGM-160 c.278 2.70 (90.0)
MGM-180 0.372 3.00 (100.0)
MGM-240 0.280 1.60 (53.3)
MGM-380 1,130 218 (71.6) .
a Cepas cultivadas en medio liguido a pH de .
2.8 y 3.6, sobre pectina (1.0%) como unice
Mmo de carbono, por 72 horas.
[ ] determinada como halo de
hldrdll-l. on los fiitrados de pH de 2.5,
@ Relaclén del crecimiento & pH de 2.573.5.

dio de cultivo libres de

Cuando se determinéd ividad exopectinolitica p! en el
células obtenidos de estas cuatro cepas, los mayores niveles de actividad especifica fueron

obtenidos por las cepas MGM-120 y 180 (tabla 6), los cuales fueron muy semejantes entre
si, siendo la cepa MGM-180 la que presentd un 14% mayor secrecién de proteina que la

cepa MGM120. La cepa MGM-160 pr 5 el nivel maxi de proteina extracelular, sin
dio al 66% de la mixima obtenida con la cepa

embargo, la ividad que pr corresp
NMGM-180. Con lo que respecta a la cepa MGM-360, ésta pr

& niveles de pr
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extracelular semejantes a las cepas MGM-160, pero la actividad exopectinolitica, especifica,
fue menor al 50% en relacion a la obtenida con la cepa MGM-180.

epas cultivadas en medic liquido a pH é8 2.5, sobre pectina (1.0%)
comeo Unica fuentes de carbono, por 72 hores.

De do a los ltados anteriores se eligié a la cepa de Aspergillus MGM-180, la
cual p 6 el mayor efe de estrés inducido por pH écido.

EEECTO DEL pH SOBRE EL CRECIMIENTO DE

CloN DE PECTINASAS.

dio liquido a diferentes valores de pH inicial
a lo largo de la fermentacion (ﬁs.a

Aspergillus MGM-180 fue cultivado en

(2.5, 3.5y 6.5), los cuales se ieron casi
8 A) existiendo un ligero i del pH do la fer ion inicié a pH de 6.5.
Mi que el btenido a los val de pH de 3.5 y 6.5 fue similar en ambos
Casos, pero do el mi B crecié a un valor de pH de 2.5, la cantidad de
biomasa se redujo en un 76% con respecta a los valores de pH de 3.5 v 6.5 (fig. 8 B). La
idad P liti pecifi btenida a pH inicial de 2.5, a las 24 horas fue 13 veces
més alta que Ia obtenida a pH de 3.5 y 6.5, (ﬁg. 9 A), aunque la actividad a pH de 2.5
disminuyé después de las 24 horas, en el u iempo se 6 que Ia ividad era 8
veces supetior a la da en dici 4cidas, La actividad exopectinolitica

lumétricas (U/ml), a los diferentes valores de pH, sigui¢ el mismo

fida en unidad
perfil, a pH de 2.5 Ia actividad fue de 21 U/ml, mientras que para los valores de pH de 3sy
6.5 1a actividad fue de 12.4 y 9.7 U/ml respectivamente. Por otro lado, la actividad

endopectinolitica especifica (U/mg PS) obtenida a pH de 2.5 fue 5.5 veces mas alta que a pH
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de 3.5 (fig. 9 B). La actividad volumétrica (U/ml}) p un incr del 27% a pH de
2.5 enrelacién a la ividad que se ob a pH de 3.5, dicha ividad no fue producid:
cuando el pH del medio fue de 6.5.

-

Peso Seco (mgimi)
N

ol
0 20 40 60 .

Tiempo (h)

Figura 8. A) Comportamisnto del pH & (o largo de la fermentaciton y B) el efecto det pH sobre
e} crecimiento de Aspergifus MGM-180, cultivado en maedio llquido, sobre pectine (1.0%)
como unice fuente de carbono a diferentes valores de pH inicial, 2.5(®). 3.5 (W) y 6.5 (A).

El lisis de Ia pi :{ al culti a Aspergillus MGM-180 en las
di dici de culti 6 que a pH de 6.5 se secrctan altos niveles de
proteina (fig. 10 A), sin embargo cuando el pH inicial del medio de cultivo fue de 2.5 se
obtuvo mayor cantidad de proteina que a pH de 3.5, lo que represento un 69% de la
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cantidad obtenida a pH de 6.5. Por otro lado, al observar la cantidad de proteinas secretadas

por unidad de biomasa (fig. 10 B) observamos que a pH de 2.5 se obtiene el miximo nivel
de secrecion inducida por el estrés por pH.

Actividad exopactinolitica (Wmg PS)

F .
O 20 40 60 0O 20 40 60
Tiempo (h)
Figura 9. Efecto dei pH sobre las i o (A) y endo
por MGM-180, a <o pH de cultivo, zﬂ.)
IS y6s(a)

Los patrones electroforéticos de las proteinas extracelulares obtenid

.

a los
valores de pH de cultivo mostraron cambios importantes en los perfiles de secrecion a los

diferentes valores de pH (fig. 1 l) Cuando Aspergillus MGM-180 fue cultivado a un pH de

2.5 el nil de bandas p d das en el gel de acri

1amid

fue muy reducido en
de cultivo menos acidas (3.5 y 6.5). Entre las bandas de proteina
encontradas, s6lo la banda con una masa molecular de 48 kDa presentd ac(i\:idad
pectinolitica, esta banda se detectd cuando el pH inicial del medio fue de 2.5 y 3.5 (fig. 11,

. dici
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lineas 1, a y 2, b), pero no se detecto a un p_H de 6.5 (fig. 11, lineas 3 y ¢). Este hecho

sugiers que la banda de 48 kDa corresponde a 1a actividad endopectinoliti i que la
actividad exopectinolitica no pudo ser d da por este d
100 |- A @ 100
= 80+ ; 8o
§ 60 60
i 40 +— 40
20 20
[ X X
0 20 40 80 o 20 40 60
Tiempo (h)

Figura 10. Efecto del pH sobre |a secrecién de proteine extraceluviar de Aspergidus MGM-180,
cultivado a diferente valor de pH inicis! de cultivo, 2.5 (@), 3.5 (@) y 6.5 (A).

El bajo crecimiento obtenido a pH de 2.5 sugiere importantes trastornos metabdlicos en el
microorganismo, que provocaron ademis un aumento en la secrecion de pectinasas. Como
pudo ser observado, el nimero de pr ! lul. dismi 6 conforme el pH del
medio era mas dcido, sin embargo a pH de 2.5, los niveles de protei lular pr
en el filtrado fueron mayores que los encontrados a pH de 3.5 y un 30% menos que la
proteina sccretada a pH de 6.5. Todo ésto indica que la mayor parte de la proteina secretada

por este microorganismo, a pH de 2.5, corresponde a i P lo que

PRIy Y

que la sintesis de otras protei extr lulares es i el pH del medio es
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extremadamente décido, logrando asi un importante ahorro de energia pars el propio

i i Ademas, el

de la produccién de estas enzimas asegura la
degradacion del con mayor eficiencia para sobrevivir en las condiciones adversas.

Figura 11. A) de Aspergiius MGM-180,
- de pH inicial @ Ios 72 horas de cunlvn. y (B) zlmogmml de la

(l n sku
se detecté revelando el gel de sgarosa-pectina con rojo de nnonlo. desp
durante 14 horas. Los diferentes v-lcroo do PH inciat fueron 2.5 (Lineas 1y a), 3.5 {line
b)y 6.5 (lineas 3y c).

s d- incubsrio
2y

La actividad inoliti fue producida en los diferentes valores de pH inicial,

P

tuad < ividad end FITS

as que la p ica sélo se produjo en un intervalo de pH

de 2.5 a 3.5, no encontrandose a pH de 6.5. Esta actividad es una de las mis importantes

entre las di ividades pectinoliti ya que hidroli Apid la cad del
poli arido, do fa disp ilidad del > y disminuyendo la vi idad del

medio. Este tipo de enzimas tienen un pH 6ptimo superior a 2.5, lo que indica que cuando

estas enzimas son producidas a este valor de pH inicial, su velocidad de catalisis es menor,
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por lo que es probable que la célula i Ia i6n de estas enzimas en el
medio, para tratar de p ia baja ividad y Ia idsd de
disponibles en ¢! medio.

La reduccién del i de esta cepa sugeris imp bi boli , por
lo que se d iné el pH i de este mi i para lo cual Aspergilius MGM-
180 fue cultivado en un rango de pH de 2.5 a 7.0 Se que entre valk de pH
extraceiular de 3.5 a 7.0, ¢l pH i se casi entre S 8 y 6.3 (fig. 12), lo
que sugiere la eficiencia del ! h dtico en este intervalo de pH. Sin embargo, que
cuando el pH del medio fue de 2.5, el pH interno se acidificd hasta un valor de a 4.2. Si bien

7 T T v L L
[} o =
i SI ]
Py =
1 ) H 1 L
2 3 4 S [ 7 8
pH extermo

Figura 12. pH intracelular (pH int.), como una funcién del pH externo {pH wn.), en Asperpiius
MGM-180, cuitivado por 72 horas, a diferentes valores de pH inicial.
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ta célula no pudo mantener ¢l pH interno cerca de la neutralidad, éste no llego a valores tan
#cidos como en el medio éste d en el valor de pH interno ocasiond una
disminucion de 1a bi yun en la actividad pectinoliti da en el medio
de cultivo.

Los resultados concuerdan con 1o reportado por Caddik y Arnts (1986), que trabsjaron con
una cepa de Aspergillus nidulans, y observaron que la acidificacion del dio de culti

6 una acidez del pH i Jular. Myrold y Nason (1992), reportaron el mismo efecto
en Rhizobium meliloti. En amb bajos se bt que el efé del pH pasde
modificar la expresion de ciertos genes p bles en el 1 del pH. lo que se
d al cepas das &cido ibles, los cuales no pudieron controlar su pH

interno.

Cuando Aspergillus MGM-180 fue cultivado a pH de 2.5, el ambiente intracelular sufrié
una acidificacién importante, con lo que es posible que diversos p 1 fi

modificados, entre ellos Ia glicosilacién, puesto que el valor de pH del reticulo endoplésmico
* y aparato de Golgi podria ser mas icido, lo que al ria el p de gli ilacid i
y €30 a su vez , modificaria los niveles de i6n o

P

ividad de estas enzimas.

o] =IDE: - C
CREC) | SAS.

El efecto de dife jones de 2-desoxi-D-gh (100, 150 y 250 pg/ml) fue

luado sobre el i de Aspergillus MGM-180, a pH de 2.5 y 6.5. En donde no se
observo ningun efecto negativo, mi que la actividad tuvo una mayor reduccion a 250
ug/ml (fig. 13), por lo que se decidio utilizar ésta i6n este inhibid

C do 1a 2-d i-D-gl pr en el medio de cultivo, a pH de 2.5 (fig. 14

A), la actividad pectinoliti p id desp de las 14 horas, lo que no sucedid en

presencia de glucosa o el control, obteniendo a las 48 horas se obtuvo un $3% de la
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1 Y

idad al da con el d, i que en pi ia de gh Ia
de a Ias 48 horas se ottuvo
de 2-d : D-ah Ia

durante las primeras 24 horas fue muy p. ida al 1, en d:
un 37% menos de actividad. A pHde 3.5 (fig. 14B), enp
actividad se mantuvo porib.jodoleomrol a lo largo de la fermentacién, mientras que en
ividad se d: 6 después de las 24 horas, alcanzando niveles

P ia de gt la
semejantes al control al final de Ia fe ién. Cuando la fe ion se inici6 a un pH
de 6.5 (fig. 14C), lap ia de d igh ioné una disminucion en la actividad en

en estas dici de cuhivo, no

mis de un 50% mi que la p in de gh
tuvo ningun efecto sobee la produccion de Ia actividad.

120
100 i
80 |-
80

Peso Seco (%)

40
20 +

o 1 1
o 100 200 300

Concentracion (ug/mil)

Figura 13, Efecto de la 2.4 i~ O- sobre MGM-180 & 72
M".ll de cultivo, en diferentes comnluclonu de 2—8.!0!5—0—9"&0‘. a pH d- z S (@) yo6s

(4). Los
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1
T
J.

18

E1O~

1
o
15 30 45 0 15 230 45

Tiempo (h)

Figura 14. Ebclo de l. 2-desoxi-D- s0bre
fue cultivado sobre pectina (1. o“) caomo unica fuente de

Aspergivs MGM-180 carbono 8
valores de pH de 2.5 (A), 3.3 (B) y 6.8 (C). control (@), en presencis de giucose (l) y en
presencia de 2-desoxi-D-glucosa (4A) & una concentracién de 250 ug/ml.

Si bien la p ia de di iglh iond una disminucién de la actividad
pectinoliti fular en todos los casos de slrededor de un 50% (fig. 14),
intracelularmente (fig. 15). no se observaron grand bi por la p ia de la 2-
d i-D-gh o gh iendo los mayores cambios observados en los niveles de ésta

actividad se debidos al del pH inicial de cultivo.

ion de Ia ividad inolitica en p!

P

Estos Itad gi que la
de 2-d i-D-gh fue debid bable efi sobre 1a glicosilacion de tipo O,

a un p
dando como resultado una menor secrecién, sin embargo Ia actividad intracelular no se

difica por la p. ia de 2-di i-D-gl
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Figura 5. Efecto de Ia 2 i-D- sobre dad

cusndo Aspergius MGM-180 fue cultivado sobre podln- (1.0%) como unica fuente de
carbono a valores de pH de 2.5, 3.5y 6.5.

d inoliti do el microor i fue cultivado

La produccion de la actividad P
a un valor de pH de 2.5, en presencia de desoxiglucosa o glucosa, mostré una disminuciéon

de mis de un 80% en ambos casos (fig. 16 A). Mientras que a pH de 3.5 esta actividad fue
es producida normal a

muy baja, incluso en el control, aunque ésta actividad
éste valor de pH, es muy probable que ¢l valor de pH de 6.5, al que se realizé el precultivo
influyd en estos resultados, ya que esta actividad no se produce a este valor de pH (6.5). El
i-D-gl y gl causaran una disminucién ¢n la

hecho de que a pH de 2.5, la 2-d
actividad pudo deberse a una represién catabélica sobre la produccion de la actividad

debido a que Ia utilizada
i6n de Ia ividad se debe a la

endopectinolitica, sin embargo ésto no es muy claro,
de estos azu fue baja, es claro que la
presencia del azicar y no a un efecto sobre la glicosilacion. La actividad endopectinolitica

intracelular no fue d da en las

En estas condiciones de cultivo los niveles mis altos de p fueron obtenidos a pH
dici normales de cultivo (ver fig. 10), la
fe 1a acion pr ica, sin embargo,

de 2.5, diferente a lo que dié en
pr ia del inhibidor o Ia gi no
mientras que a pH de 3.5 y 6.5 sc presentd una reduccion del 30 al 40% en relacion a la

proteina secretada a pH de 2.5 (fg 17). Mientras que a pH de 3.5 y 6.5, en presencia de 2-

de p ] es menor. La proteina intracelular, al

desoxi-D-gl Ia
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fular, fue menor conforme el pH inicial
ion de p no esta afectada por
pH inicial del cultivo.

dié con la p extr

contrario de lo que
que la lib

del medio fue mis (fig. 18). Esto sugi
Ia glicosilacién de tipo ©O-, sino por efecto del

[73
a
g s ¢
s - 4t .
= » 4 L .
S i | r_‘ |
L 3 - 4

g al 1 i

o 1 30 45 0O 15§ 30 45 O 15 30 45

Tiempo (h).

Fl.ln. 18. Efecto de ia 2-desoxi-D sobre
re pectina (1. 095) eomo unica fuents d.. cartcno - vnlorn
de (-) de -

180, cultivado sob
d-mdn?&(A), SS(B)yBS(C) Control (@), en y en p
2-desoxi-D-glucosa (&

Al realizar 1a electroforesis d correspondi con las as de filtrad
btenid: do el mi gani fue cultivado a pH de 2.5, en presencia de 2-desoxi-D-
glucosa, gl yen ia de estos , se observaron, para los tres casos, perfiles
de corrimi muy ji E} zi: ama correspondi mostré que cuando la unica
fuente de carbono es pectina, la Unica banda p ica que pr 6 actividad pectinolitica,
que la p ia de

tenia una masa molecular de 48 kDa, (fig. 19 lincas 1 y a),

desoxiglucosa en el medio en el medio de cultivo dio origen a dos bandas de proteina con
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Figura 17. Efecto de la 2-desoxi-D- sobre & do |
cuando 8 WMGIA-180C fus cultivedo sobre pocﬂn- (1.0%) eomo unica fuente de

carbono & valores de pH de 2.5, 2.6 y 6.5,

Protuing intracoivier oyl
CB¥ENERINLE

Figura 18. Efecto de !a 2-d -0 sobre in .
MGM-180 fue cultivado sobre pectina (1. oss) como unlca fuente de carbono a v-lmn do [

de25,3Sy6s.

actividad pectinolitica, las les pr on una masa 1 lar de 48 y 45 kDa, (ﬁg; 19
5 una banda con actividad pectinoh"(ica.

lineas 2 y b), en pr de gl
Ia cual correspondié a la proteina de 48 kDa (fig. 19 lineas 3 y c).

solo se
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<42
Figura 19. (A) desnat y (B) in situ, de ios
fitrados del cultivo de Aspergwus MGM-180, cuclao apH do 3.5 lohvl di'.umol sustratos:
pectina (1.0%) (lineas 1 y a), pectina (1.0%) col (0.025%),
{linsas 2 y b), pectine (1.0%) con glucose(0.025%), (Iineas 3 y c)

Los Itad btenid gi 1 que la pr ia de 2-d i-D-gl difica la
glicosilacion parcial de las glicop § en donde la da banda de 45 kDa
corresponderia a una p! ina con grado de glicosilacién, ocasionando una menor

ividad pectinolitica, mi as que ésta diferencias en la glicosilacién no parecen modificar
la secrecion de las pi i extracel \!

EFECTO DE LA TUNICAMICINA (TM) SOBRE LA SECRECION DE
PECTINASAS.

La twnicamicina es un antibidtico li ilizad ara la inhibicion de la N-
p P

glicosilacion. El pi de este inhibidor es muy deli

do ya que si el pH del medio se
encuentra por debajo de un valor de pH de 6.0 este antibidtico se inactiva. Por dicha razén
el microorgani fue previ 1ti

do a diferentes valores de pH inicial (2.5, 3.5 y
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3
6.5), posteri el micelio fue hado y ferido a un medio fresco con un pl:-l de
6.5 en donde se liz6 el ef de este inhibidor. Dos dife i de

tunicamicina (20 y 30 ug/mi) & luadas sobre ¢l

de Aspergillus MGM-
180. Los resultados mostraron que a una concentracion de 20 pg/ml, el micelio proveniente

depH2Sy35p 6 una disminucion en el i del 12 y 9 %, respectivamente
(fig. 20), mi que en micelio p itivado a pH de 6.5, el efecio fue mayor, presentando
una reducciéon del crecimi del 28%. C do la acion fue de 30 ug/ml, el efecto
toxico en todos los casos fue muy do obteniendo una reduccién en la ion de
1a biomasa del 17, 29 y 57 a pH de 2.5, 3.5 y 6.5, pecti Por lo ior, se
d 6 que ia ion de TM mis conveniente a utilizar era 1a de 20 pug/ml, para
tuar su efe sobre la ion de las p )
120
100
£ eof
8§ ool
2 wf
20 |~
o ' 11
o 10 20 30
Concentraciéon (ug/mil)
' d
:A.('S‘lu-.‘lezg v a:':. i o~ del et .yl un valor de :H Inicial de:
2.5(@), 3.5(W) y 6.5 (A).
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En estas dici de yo la p ia de i icina en el medio de cultivo,
produjo un d en la actividad pectinoliti btenida con micelio p ido a

pH de 2.5 y 3.5. Con el micelio precrecido a pH de 2.5, a 1as 12 horas, se obtuvo un 33% de
1a actividad en comparacion al control, mientras que a las 48 horas, se detecté un 67% de
esta actividad en relacién con respecto al control (fig. 21 A). Para el micelio precrecido a pH

de 3.5 1a actividad pectinolitica en pr ia de i produjo a las 12 horas un
15% de actividad, ia cual 5 mas \! do el i a las 36 horas
(fig. 21 B). Mientras que a pH de 6.5 (fig. 21 C), 1a actividad pectinolitica intr tular no

6 di | ignificati porlap ia de i icina o por efecto del pH (fig.

22). Con 1o que respecta a la actividad endopectinolitica en estas condiciones de cultivo no
se detecto.

Actividad Exopectinoiitica (Ufmg PS)
T
T

o A 1 1 L
] 15 30 45 o 15 30 a5
Tiempo (h).
Figura 24, Efecto de ta i sobre la ¥ i i o  pergill
MGM-180 tue cultivado sobte pectina (1.0%) a pH de 2.5 (A}, 3.5 (B) y 6.5 (C). control (@) y
con (@)= una da 20ug/mil.

La evaluacién del efecto de la tunicamicina sobre la actividad exopectinolitica sugirié que

ta glicosilacion en posicion N- afecta dicha actividad. Hay que notar que cuando el
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d.

i i fue p Itivado pH de 2.5, Ia pr ia de i icina da como
niveles de actividad semejantes a los que se obtienen a pH de 3.5 en ausencia de este
lular tiene un valor de 2.5, puede existir una
il lulares con un diferente

inhibidor. Lo sugi qQue do el pH

modificacién de 1a N-glicosilacion dando lugar a p
grado de glicosilacién, lo cual podria servir como proteccion a la proteina contra las

condiciones adversas a las que se 4 en el ambi extr lular.
L)
as
g s
i 28 .
H 2 @ Cortrol
! i ' O TM 20ug#md -
LI
i os
: -]
¢ 23 as ss
[ 2]
Figura 22. Efectc de is sobre ia
cuando Asperpive MGM-180 fus cultivedo sobre ;smcllnu (1.0%) como unica fuente de

carbono a diferentes valores de pH inicie): 2.5, 3.5y 6.5.

Por otro lado, cuando el microorganismo fue cultivado en presencia de glucosa a pH de

2.5, se observé una dismi ion de la ividad pectinoliti lo que sugiere que en cstas
dici de Itivo, este hongo es mis ible a un efe de represion catabdlica,
acid. Lap ia de 2-d i-D-gl tuvo un mayor

que a valores de pH
efecto sobre la actividad en los tres valores de pH probados, lo que no sucedié con glucosa,

por lo que esta di )cion en la actividad pectinolitica no se puede atribuir totalmente a
un efecto de represion catabélica. Seguramente el hecho de que las proteinas, en particular
las peciti se en total o parcial desglicosiladas en la posicién O-, es la

Sin embargo, este tipo de

causa de una disminucion en la actividad pectinolitica.
i6n o la salida de este tipo de enzimas del interior de la

- <

licosilacion no lar

célula.
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El hecho de que el micelio haya provenido de un medio con un valor de pH de 6.5,
posibl fectod 1a st is de estas i C do ¢l micelio se traslado a un wedi

fresco con valores de pH de 3.8 y 6.5, es posible que ¢! pH intracelular no sufriera-una
alteracién marcada, por 10 que estas no se produj , pero do el dio fresco
tuvo un valor de pH de 2.5, existié un cambio importante en el pH intracelular, 1o que
posiblemente produjo que la actividad endopecti P a después de las 24 horas,
tiempo en el cual probabl el si h atico sufriera un desequilibrio, a este
valor de pH (2.5). En la ividad end i

P

Proy

se produjo el mismo efecto tanto en

presencia de glucosa como de 2-desoxi-D-glucosa. Quizis esto pueda deberse a un efecto de
represion bolica sobre las p

de tipo endo y no a un efe

sobre 1a gli ilacié
Es posible que la p ia de s unidos en posicion O-, a las A pectinoliti
de tipo exo, son importantes para su actividad, lo que no pudo observarse para las enzimas
de tipo endo quicnes al parecer son mas ibles a la represio boli El efecto de la 2-
d i-D-gl no afecto la si is de las p \|

ni la secrecién proteica por

Aspergillus MGM-180 contrario a lo reportado por Kuo y L (1972), Kubicek er. al.

(1987), y Sanchez er. al. (1992), quienes para otros si

on que
este tipo de glicosilacién era importante no wanto para la actividad, sino para la secrecién.

Al parecer la delecion total o parcial de 1a N-glicosilacion afecta a la actividad exo y

dop liti iendo un mayor ef
de2Senp ia de i ici

apH de 2.5 y 3.5. Es importante notar que a pH
ios niveles de ividad

exopectinolitica, son similares a
1a actividad producida a pH de 3.5, en ausencia de este inhibidor, aunque el tiempo en ei que

alcanzan su maximo de actividad es diferente. Es muy probable que la presencia de
tunicamicina a pH de 2.5 dé como resultado exopectinasas con patrones de glicosilacion
semejantes a las que se dan a valores de pH menos icidos, aunque ésto no fue probado en el

presente trabajo. Por otro lado, no existid una retencidn de la actividad exopectinolitica en el
interior de 1a célula debida a la pr ia de i ici

La actividad obtenidaapH de 2.5, enp

ia de 2- i-D-gl o i ici fue
semejante a la que se produjo, sin ninguno de estos inhibidores a pH de 3.5 6 6.5. Esto
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id sea di ala

pudiera ser debido a que la glicosilacion en

N de
ir por las dife ias tan grandes en el

que s¢ produce a pH de 3.5 y 6.5, Jo que podri

ilacion en las dife dici de pH

pH i Sin embargo, los p de g

de cultivo no fueron analizadas.
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CONCLUSIONES

La respuesta al estrés inducido por pH écido, la cual es traducida como una reduccién en
e ini ¥y ua inecr en la actividad producida, es una caracteristica muy
conservada en hongos del género Aspergillus, tanto en cepas silvestres como cepas de
a un nivel diferente de respuesta. :

feccio cada cepa p!

La produccion y sccrccion de las pectinasas de Aspergil/uy MGM-180 estd afectada pH
inolitica la mas perjudicada produciéndose en un

“vidad d

del medio, siendo la p
rango muy estrecho de pH, que la ividad de tipo exo se produce en todos los
1 de pH analizad )

Aspergillus MGM-180, posee un control homcostatico de pH muy eficiente, el cual es
capaz de el pH i casi cn un amplio rango de pH externo, el cual !
dcidos la

fue de 3.5 a 7.0. Sin embargo a valores de pH mas ia de este 1 i
do una baja cn cl pH interno. )

isminuye b,
La al ion en el bi i Sul ionada por la baja en el pH interno, cuando
Aspergillus MGM-180 fue cultivado a pH de 2.5, afectd la sintesis de un nGmero importante
de pi extracclulares, d bién la ion de pecti i
El bio del pH i fular dio como resultado una dificacién de los p de

: de que si Ias proteinas estuvieran glicosiladas, lo que sugiere
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que aunque es posible que el pH i lular pueds al 1a gli ilacioén, esta no iny)
sobre lIa secrecion de estas enzimas.

La presencia de la 2-d i-D-gl d un d en Ia ividad

B P

pectinolitica, tanto endo como exo, sin embargo esta no modifica la secrecion de las
enzimas. Por lo que es probable que la glicosilacién de tipo O- sea importante para la
actividad, pero no tiene relacion con ¢l efecto observado, de estrés por pH.

La tunicamicina modificod la ividad inolitica 1 do el pH del

P

medio fue de 2.5 y 3.5, pero no a pH de 6.5, mi que la i tul &

constante. Sin embargo, con estos datos no nos es posibl

s

sobre la




BFECTO DEL pH E [NHIBIDORES DE LA GLICOSILACION SOBRE LA SECRECION DE PECTINASAS DE Aspergifing MOM-130.

REFERENCIAS

Aguilar, G. Trejo, B.A. Garcia, J.M. and Huitrén. C. (1991). Influence of pH on endo-;and
exo- pectinases production by Aspergillus sp. CH-Y-1043. Can. J. Microbiol, 37:912-917.

Al-Awqati, Q. (1986). Proton-tranlocating ATPases. Ann.Rev. Cell. Biol., 2:179-199.

Booth, LR. (1985). R lati of Cytopl ic pH in B ia. Microbiol Reviews,
49(4):359-378.

Brok, T. D. y Madigan, M. T. (1993). El crecimiento y su control, Microbiologia, 6®. ed.
Edit. Prentice Hall, México DF. Cap. 9. pp. 349-350.

Caddick, M. X, B lee, A.G. and Arst, H. N. (1986). Regulation of gene i by
pH of the growth medium i ln Aspergillus nidulans. Mol. Gen. genet., 203: 346-353

Cobley, J.G. and Cox, J.C. (1983). Energy Conservation in Acidophilic Bacteria. Microbiol.
Reviews, 47(4): 579-5958.

Chou, FK,, Trimble, R. B. And Maley, F. (1978). The Effect of Carbohidrate Depletio..x on
the Properties of Yeast External Invertase. J. Biol. Chem., 24(25):8691-8693.

Fogarty, W.M. and Ward, O.P. (1974). In Prog indust. microbiol., 13:59-119.

Fogarty, WM. and Kelly, C.T. (1982). Microb. Enzymes Biotechnol. Ed. Applied science
publishers. London and N.Y. Cap. 3. pp. 131-182,

Fogarty, WM. (1994). Enzymes of Genus Aspergullus. Aspergillus, Bnotechnoiogy
Hanndbooks Vol. 7. Editado por Smith, J.E. Ed. Plenum Press, USA. N.Y. Cap. 7. pp 177-
218.

Furakawa, K. and Kobata, A. (1992). Protein gly ylati Curr. Opinion in Bi hnol
3:554-559.

Gancedo, J. M. (1988). Approaches to the study of catabolite repressnon in yeast. FEMS
Microbiol. Reviews, 41-44.

Guerra, G. S. y Urribe, S. C. (1995). Las ATPasas de protones en los hongos., Ciencia,
46:483-503

Jenkins, N. and Curling, EM.A. (1994). Glycosylation of recombinant proteins: Problems
and prospects. Enzyme Microb. Technol.,, 16:354-364

Kritary, Z., Biely, P. and Bauer, S. (1975). Mechanism of 2-Deoxy-D-Glucose Inhibition of
Cell-Wall Polysaccharide and Glycoprotein Biosyntheses in Saccharonyces cerevisiae. Eur.
J. Biochem., 54:459-467.



EFECTO DEL pH E INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION SOBHRE LA SECRECION DE PECTINARAS DR Asperg: lius MGM-180. 5

Kilara, A. (1982). Enzymes and their uses in the pr:
Process. Biochem., 17(149):35-41.

"

apple ind y: a

Kuo, S. C and Lampen, J. O. (1972) lnlub-uon by 2-Deoxy-D-Glucon ot‘ -ymbc-n of
Glycop Enzy by P Y Rel ion of Sugar
Uptake and Metaboli ). of B ----,24[9429

IB(oukne\ucz. Z and Smith, D. (1994). Physiology of Aspergillus Aspergillus,
oy gy | Ahook

Vol. 7, Editado por Smith, J E. Ed. Plenum Press, USA. N.Y.
Cap. 2. pp 23-40,
Kubicek, C.P., Panda, T Schreferl-l(unu, G., Gruber, F., .nd Meum R (l987). O-
linked but not N-lmked is y for the of gl 1 and
1 by Trichoderma reesi. Cnn .I Microbiol., 33:698-703.
kurowsky, w. .nd Dunleavy, J.A; (1976). Cell i 1 factors affecting the
is of polyg [}

ymt lyase by Bacillus sublilis. Eur J. of Appl. Microbiol., 2:103-
112,

Lamar, R. T. (1992). The role of fungal lignin-degrading Y in biotic d dat
Curr. Opinion Biotech., 3:261-266. .

Laemmli. (1970). U.K; Cl of the ins during the bly of the head
of bacteriophage T4. Nature (London), 227: 680—6!5

Lowry, O. H,, Rosebrough, N.J., Farr, A L., and Randall, R. J. (1951). Protein measurement
with Folin-phenol reagent. Journal. Biol. Chem., 193:265-275.

Macl\ﬁll;n, J. D Phaff, H. J. nnd Vnughn. R. (1964). The pattern of action ol‘ a
id
onic

by Clostridium multifermentans.
Bloch!m 3:572-578.

Maldonado, M.C. Navarro, A. and Callier, D.A.S (1986). Prod

i of pecti by
Aspergillus sp. using differently pretread lemon peel as the carb: Bi 1. Len.,
$(7):501-504. A

Manin, B.L.. (1993). Enzyme-Catalyzed coval dificati

an overview.
Biochemistry LabFax.Edited by Chambers, J.AA. and Rlckwood D. Ed. Blackwell
Scientific Publications UK., pp 215-245.

Merivuori, H. Sands, J. A. and Montenecourt, B. S. (1985). Effects of tunicamycin on
secretion and enzymatic activities of cellulases from Trichoderma reesi. Applied l\hctoblol
Biotechnol.,

23:60-66
Mijares, C.A., Tre;o--\gullar B.A., Agmhr. G. and Viniegra, G.G. (1997). Physiological

comparasion bet\veen p of Aspergillus niger adapted either to
solid-state fermentation or S\Ibmerd fermentation. Enzyme and Microb. Technol. en prensa.




EFECTO DEL pH E INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION SOBRE LA SECRECION DB PECTINASAS X dsperriilis MOM-180. 52

Miller, G.L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reag for determination of reducing sugar.
Anal. Chem., 31:426-428; .

Myrold, DD and Nawn. G.E. (1992) Effet of rain on soil microbial processes,
Envir Mi gy. Editado por M hell, R. Ed. Wiley-Liss. USA. pp 59-81.

Nahas, E. Terenzi, HF. and Rossi, A. (1982). Effect of carbon source and pH on the
production and secretion of acid phosphatase (E.C.3.1.3.2) and alkaline phosph-tase
(E.C.3.1.3.1)in Neurospora crassa. 3.Gen. Microbiol., 128:2017-2021.

Olson, ER. (1993). Influence of pH on b ial gene expression. \ol lar Microbiol.,
s(1): 5-14.

Rios, S., Fernandez-Monistrol, 1. and Laborda, F. (1994). Effect of tunicamicyn on «a-
galactosidase secretion by Aspergillus nidulas and importance on N-glycosilation. FEMS
Microbiol. Letters, 120: 169-176.

Rombouu, F.M. and Pnlmk ‘W. (1980). Economic microbiology. microbial enzymes’ and
Ed A ic press. N.Y. vol. 5 pp. 227- 282.

Rose, A. H. (1977). El di bi Microbiol imi Inirod ion a Ia fisiologi
microbiana. 2% ed. Ed. Alhambra. Madrid Espafia. pp 139-140.

Sinchez, A, Villanueva, J.R. and Villa, T.G. (1982). Effect of tunicamycin on Exo-l. 3-b-
D-glncmase Synthesis and secretion by cells and pr of Sacch
General Microbiol., 128: 3051-3056.

P oy

Tilburn, J., Sovan, S., Widdick, D.A., Espeso, E.A., Orejas, M . Penalva, M.A. and Arst,
H.N. (1995). The Aspergillus PacC zinc finger transcription facior mediates regulation of
both acid- and alkaline- expressed genes by ambient pH. EMBO, 1413):779-790.

Voett, D. y Voet, J.G. (1992). Glucop Bioquimi Ed. Omega. Barcelona Espafia.
pp 280-289, 612-619.

Ward. M. (1991). Aspergillus and Other Filamentous Fungi as Genetic Systems, Moemn
Microbial Genetics. Ed. Wiley-Liss. Inc. USA. pp 455-466.

Whitaker, J.R. (1984). Pectic sub pectic Y and Tormation in fruit juices;
Microb. Technol., 6:341-349.

Wasten, H. A. B. Moukha, S. M. Siestsma, J. H. and Wessels, G. H. (1991). Localization of
growth and secretion of proteins in Aspergillus niger. 3. of General Microbiol.. 137:2017-
2023.



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Capítulo 1. Introducción
	Capítulo 2. Materiales y Métodos
	Capítulo 3. Resultados y Discusión
	Capítulo 5. Conclusiones
	Referencias



