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RESUMEN

En este trabajo, pretendemos identificar algunos inductores del sistema enzimatico
pectinolitico de Aspergillus sp FP180, determinar el efecto de diferentes amicares
constituyentes de la pectina como ramnosa, galactosa y arabinosa, sobre la produccion de
endo y exopectinasas, asi como evaluar algunos productos de la degradacién de la pectina
o ¢l acido poligalacturénico como posibles inductores.

Se comparé Ia produccion de enzimas pécticas con aquellas producidas con pectina (P) y
con #cido poligalacturénico (APG). De igual manera se estudio el efecto de la unidad
principal constituyente de estos polisacaridos, el acido galacturénico (AG), ademas de
combinaciones de APG, P o AG con ramnosa sobre la produccién de actividades
pectinoliticas.

Se utilizaron dos sistemas de induccion, a partir de conmidias y a partir de micelio
precrecido en glucosa.

Los resultados en ambos sistemas de induccion sugieren los productos esterificados que
inducen enzimas pectinoliticas de tipo endo y que el APG, producto no esterificado; es un
inductor de enzimas de tipo exo. A diferencia del segundo sistema de induccién, en el
primero existe una degradacion inicial de substrato, durante las primeras 24 horas,
sugiriendo que es producto de una actividad preformada.

Se demostr6 que las pectinasas producidas por Aspergillus sp FP180 son sensibles a la
represion por AG a una concentracion de 1%. Mientras que a concentraciones de 0.5% de
AG estimulan la secrecién de exopectinasas.

Se obtuvieron 7 derivados metoxilados del AG en el laboratorio, utilizados como Unica
fuente de carbono en el sistema de induccién a partir de micelio. El derivado nimero 5,
que de acuerdo a los analisis de RMN esté esterificado en el carbono 6, induce tanto la exo
como la endo, lo cual confirma el papel del grupo metoxilo en la produccion de actividad
endopectinolitica.

No hay produccion de enzimas pectinoliticas cuando se encuentran en el medio de cultivo
el glicerol o azicares simples como galactosa, arabinosa, ramnosa o glucosa, indicindonos
que no hay enzimas pectinoliticas constitutivas en Aspergillus sp FP130.

Ast mismo, encontramos que la ramnosa reprime la sintesis de algunas pectinasas entre 50
y 70 kDa y que la pectina induce tanto la exo como la endopectinasa.
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INTRODUCCION
GENERALIDADES SOBRE PECTINA.

En 1825 el quimico francés Braconnot descubrié una substancia, la cual parecia ser la
responsable del gelado que se observa cuando ciertas mezclas de frutas son coéinadas
con azicar; le di6 el nombre de pectina. Esta es derivada de la palabra griega “pektos”
que significa rigido o firme, para referirse a su funcién principal de formar geles
(Serrano, 1985).

Las sustancias pécticas sor un grupo de carbohidratos complejos extraidos a partir de
vegetales, contienen grandes cantidades de acido anhidrogalacturénico, como unidad
principal. Estas sustancias forman cerca de una tercera parte de la pared celular en

peso seco de plantas dicotileddneas y de algunas monocotiledoneas.

Segin la nomenclatura de la American Chemical Society (Fogarty v Ward, 1974
Sakai, 1992), las substancias pécticas son polisacaridos acidos de propiedades
coloidales constitwidas por unidades de 4cido galacturénico unidas por enlace o (1-4)
cuyos grupos carboxilo pueden estar esterificados parcial o totalmente con grupos
metilos o neutralizadas por una o mas bases (Kertzs, 1955} (Fig. 1).

La protopectina es el nombre dado a las formas insolubles de las substancias pécticas.

La pectina, material soluble, es el acido péctico parcialmente esterificado con metanol
que contiene algunos azicares neutros tales como, galactosa, arabinosa o ramnosa
entre otros. El tipo y cantidad de éstos, depende basicamente del origen de las

substancias pécticas. (Fig. 2 y 3).




Fig 1. Estructura quimica de la pectina y nombre de algunas enzimas pectinoliticas que participan en
la hidrolisis. EndoPG, endopectinasa; exoPG, expectinasa; endoPL, endopectinliasa.
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Fig 2. Estructura hipotética de pectina de manzana, SR, regiones suaves; HR, regiones duras; .-
subunidad I, compuesta por xilogalacturonanos; 11.- subunidad 11 rica en arabinosa; II1.- subunidad
I, con oligbmeros de ramnogalacturonanos, La distribucién de grupos acetilo no estd presente,
pero existen evidencias que se encuentran en la subunidad I11. (tomado de Schols y Voragen, 1996).
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Fig 3. Representacion esquemética de la estructura de las regiones suaves y duras de la .pectina,
incluyendo el punto de ataque de varias pectinasas. PE, pectinesterasa, PG, poligalacturonasa; PL,
pectin-liasa; EA, endo-arabinasa; Rgase, ramnogalacturonasa; AE, pectinetilesterasa; PA,
pectatoliasa. (tomado de Hennink, 1996).

Acido péctico, es el nombre aplicado a las substancias pécticas solubles, compuestas
de acido galacturnico y esencialmente libre de grupos metil-ester. Las sales de acido

péctico son llamadas pectatos dcidos.

La mayor parte de las substancias pécticas son simultineamente carbohidratos
reductores, alcoholes polihidricos, polidcidos y poliésteres. Ellos contienen grupos

polares (carboxilos), facilmente removibles y grupos no polares (metilos). (Walter,
1991).

Las concentraciones mas altas de pectina en las plantas son observadas en la lamina
media, con una disminucion gradual cuando pasa a través de la pared primaria hacia la

membrana plasmatica.
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Fig 4. Estructura de la pared celular vegetal primaria con la serie de capas de celulosa y de la lamina
media, (tomado de Darnell, 1990).

Las substancias pécticas contrnibuyen a la adhesion las células vegetales y también a la

fuerza mecanica de la pared celutar.

La textura de vegetales y frutas es fuertemente influida por la cantidad y naturaleza de
las substancias pécticas presentes. Cuando la fruta no esta madura, se presenta como
protopectina, que es insoluble, la cual es transformada en pectina soluble durante la

maduracién e interviniendo también en la abscision del fruto. (Van Buren, 1991).

La pared celular vegetal contiene aproximadamente 40% de polimeros, de los cuales,



las pectinas representan del 8 a 14% (W/W) (Walter, 1991).

En estudios de resonancia magnética nuclear (RMN), modelamiento computacional y
difraccién de rayos X sugieren que las moléculas de pectina en solucién adoptan una
configuracion helicoidal, con 3 unidades de monosacarido por vuelta. La estructura

regular helicoidal es interrumpida por residuos de ramnosa, afectando la capacidad de
gelado (Oakenfull, 1991).

En estado solido, la pectina se presenta como hojas paralelas con hélices adyacentes

con simetria opuesta.

GRADOG DE ESTERIFICACION DE LA PECTINA

El nimero y distribucion de los grupos carboxilos libres o no esterificados dentro de la

regién de galacturonanos es variable segin la especie, tejido y madurez de los

vegetales,

La clasificacién general basada en el grado de esterificacién se presenta en el siguiente

esquema:

Acido Poligalacturdnico esterificado completamente 15.32%
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Las pectinas de baja metoxilacion son mas estables al calor y a la humedad a
diferencia de las pectinas de alto grado de metoxilo, las cuales tienen una tendencia a
dcsesteﬁﬁcarse, principalmente a elevadas temperaturas (Pilgrim y col. 1991, Rinaudo
1996, Goldberg y col. 1996, Rolin, 1993),

De acuerdo a ello, las propiedades de los agregados, geles o precipitados de pectina
son diferentes. Asi pues, la pectina forma dos diferentes tipos de geles: a) Las pectinas
de bajo metoxilo que necesitan de Ca'? para gelificar y b) Las pectinas de alto

metoxilo que necesitan un medio dcido y azicar (Oakenfull, 1991, Rinaudo, 1996).

El uso comercial més importante de la pectina es en la fabricacién de mermeladas y
jaleas. También se utiliza en la industria farmacéutica como lubricante de algunos
alimentos al pasar por la pared intestinal, ya que promueve el peristaltismo sin
ocasionar irnitacion, en tratamientos de diarrea y disenteria, quizas debido a que los

productos de su degradacion tienen propiedades bactericidas (Walter, 1991).
METODOS DE DETECCION DE PECTINA

Una prucba histolégica para la deteccion de pectina es mediante tincidn con rojo de
rutenio (oxicloruro de amonio rutenio), que resultan en un color rosa; cuando se trata
de lignina y celulosa el color es gris. La presencia de mucilagos y gomas que contienen

acidos urénicos interfieren en la reaccion.

La pectina acuosa, calentada y en medio fuertemente alcalino, transmuta a amarillo a

través de una seric de eventos quimicos (beta eliminacion, despolimenizacidn,




enolacion y oxidacion) Estas reacciones son las bases de las pruebas para

carbohidratos reductores.

Otra forma de deteccion de pectina es la precipitacion, dada su propiedad de ser
msoluble en alcohol y otros solventes organicos. De igual manera, la formacién de
croméforos, como ya se ha sefialado anteriormente. También esta la descarboxilacion,
indicando la presencia de acidos urénicos, al formarse CO, siendo éste método
considerado ser cuantitativamente mas exacto que métodos colorimétricos, pero mas
tedioso y complejo. También se puede medir el grado de esterificacion por titulacion,
determinando la concentracion del metanol y por reduccion del cobre.

Otros métodos son: eléctricos, espectrofotométricos, espectroscopia infrarroja,
resonancia magnética nuclear o determinando mecanicamente la firmeza del gel de

pectina por su tendencia a colapsarse.
DESPOLIMERIZACION DE PECTINA

La pectina es susceptible a ia degradacion en condiciones acidas, neutras o alcalinas;
asi mismo, pueden obtenerse oligomeros de acido poligalacturénico de diferentes
grados de polimerizacién con métodos enzimaticos (Nothnagel y col. 1983. Ros y col.
1995). Se han reportado diferentes bioactividades de estos oligourdnidos de acuerdo a
su grado de polimerizacién, como inhibicion de proteinasas, elicitores de fitoalexinas,
inductores de la biosintesis de fitohormonas, y estabilizadores de la turbidez de jugos,
entre otras. (Ven-Meng y col. 1994, Nachara y Manabe, 1992, Melotto y col. 1996,
Zabotina y col. 1996).

Después de las etapas de degradacion de la pectina, la identificacion y purificacion de




los oligbmeros, para realizar estudios sobre sus bioactividades, se puede llevar a cabo

mediante diferentes tipos de cromatografia, ultrafiltacion etc. (Dinnella y col. 1996).

La hidrélisis quimica de las uniones glicosidicas, se denomina de doble
desplazamiento, ya que genera grupos reductores finales con la misma configuracion
anomérica, mientras que la hidrolisis enzimética se ha Hamado de desplazamiento
simple, la cual invierte la configuracion anomérica de los grupos reductores finales,
con excepcion de una digalacturonchidrolasa de Selenomonas ruminantium (Biely y
col. 1996).

Renard y Thibault (1995) ha reportado evidencias sobre las moléculas que se producen
con un tratamiento en condiciones alcalinas de pectina altamente metoxilada. En estas
condiciones, se producen 2 reacciones competitivas, una de R-eliminacion y otra de
desmetoxilacién por saponificacion. Esta competencia es modulada por temper‘atura y
pH. A mayor temperatura se favorece la reaccién de B-eliminacién, mientras que si el
pH aumenta se favorece la desmetoxilacion, teniendo en cuenta que a temperatura
ambiente y a pH entre 9 y 1] pueden ocurrir ambas reacciones (Konno y col. 1980,
Ven Meng v col. 1994).

Albersheim y col. (1960) mencionan que la susceptibilidad de la pectina a la
degradacion en amortiguadores neutros (pH 6.8) esta determinada por la presencia de

sus metil-ésteres con formacitén de compuestos insaturados.

La despolimerizacion de la pectina puede ocurrir a pH’s neutros, o débilmente 4cidos

y temperaturas elevadas.-(Hotchkiss y Hicks, 1990, Simms y col. [995, Rolin, 1993).




Estas reacciones son resumidas en el diagrama siguiente:

pectinasasa o

. Pectinesterasas 0
solucion acida :

alcalis

a
alcalis o solucidén acida
esterasas pohigalacturonasa
a) ruptura o hidrolisis

b) desmetilacion o desesterificacion.

Esquema modificado de UNIPECTINE, 1969.

También puede haber despolimerizacion de pectina con diazometano en presencia de
pequefias proporciones de amortiguador de fosfatos. Esto ocurre por 3-eliminacion. A
la vez ocurre la metilacion en condiciones anhidras, aunque la metilacion puede ocurrir

en otros grupos hidroxitos alcohdlicos. (Inouie y col. 1987).

Denev y Kratchanov (1996) mencionan ciertas ventajas de la desesterificacién con
amonio, por su reaccién rapida y controlada, ademés de que no hay necesidad de
equipo especial comparado con la desesterificacién con NaOH. También se evita la 3

eliminacién que ocurre en la desesterificacion-despolimerizacion alcalina con NaOH.




Las enzimas puras y bien caracterizadas son también una herramienta poderosa para
romper con exactitud las uniones glucosidicas, pues actuan de acuerdo a la
especificidad de éstas, ya sea liberando grupos metilo de los carboxilos, o
tudrolizando, en ciertos casos con formacién de un enlace insaturado entre el C4 y C5.
Estas enzimas pécticas se distinguen por su preferencia al 4cido péctico o pectina y
varian segtn su punto de ataque, siendo exo si el ataque es en el extremo del polimero,

o de tipo endo s1 la ruptura es aleatoria dentro de la cadena.

En 1952, Luh y Phaff reportaron la primera separacion de acidos oligogalactlﬁénicos
por cromatografia, y desde entonces varias técnicas cromatogréficas se han utilizado
en escala analitica (Hotckiss y col. 1991). Se ha utilizado desde cromatografia de capa
fina (TLC}) hasta las cromatografias de alta presion (HPLC), pasando por filtracién en
gel (HPGF), intercambio anidnico, fuerte y/o débil, intercambio catidnico con o sin
detector de pulsos amperimetros (HPAEC-PAD), fase reversa de par-idnico,
combinadas con las cromatografias de exclusién, con mayor o menor resolucion y
diferentes grados de polimerizacién, desde 2 hasta 50 unidades (Liu y Luh, 1978,
Naohara y Manabe, 1992, Voragen y col 1982, Spiro y col. 1993, Hotckiss y coll 1991).

Para un analisis de composicion de estos oligdbmeros (OLGA’s) y su peso molecular,
puede realizarse una resonancia magnética nuclear (RMN) o espectroscopia de masas
con bombardeo de dtomos (FAB-MS) (Tjan y col. 1974).
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COMPLEJO ENZIMATICO PECTINOLITICO

No es sorprendente que siendo las substancias pécticas polisacaridos complejos que
forman cerca de una tercera parte de la pared celular en peso seco de plantas, las
enzimas capaces de degradar tales estructuras sean tan variadas y su mecanismo de

accion diferente una de otra.

La clasificacion de este complejo enzimitico se presenta en la tabla 1. Habria que
mencionar que s¢ han enconttado enzimas que actuan sobre la regidén de
ramnogalacturonanos, o sea, en la llamada region “dura”; dentro de estas enzimas se

han reportado las ramnogalacturonasas A y B (Beldman y col. 1996).

Las enzimas pectinoliticas se encuentran normalmente en frutas y vegetales, pero
también estan presentes en bactenas, levaduras y hongos, aunque un solo organismo
no es capaz de producir todas las enzimas simultaneamente. Encontramos algunos
organismos como hongos del género Aspergilius que producen al menos 4 diferentes
tipos de pectinasas con diferentes actividades, dos de ellas con importancia industrial

(tabla 2).

i1




Tabla 1.
CLASIFICACION DE ENZIMAS PECTINOLITICAS

1. Desesterificantes. Catalizan la desesterificacion de los grupos metoxilo de la pectina
para formar 4cido péctico.

1.1 Pectinesterasa

2.Enzimas despolimerizantes.
2.1 Hidrolasas. Enzimas que hidrolizan las uniones glicosidicas.

2.1.1 Pectinasas. Por su preferencia al substrato de pectina

2.1.1.1 Endopectinasas. Por el tipo de ataque al azar.
2.1.1.2 Exopectinasas. Rompen las uniones glicosidicas
de la pectina en el final no reductor de la cadena

2.1.2 Poligalacturonasas. Por su preferencia al substrato
de acido poligalacturénico.

2.1.2.1 Endopoligalacturonasas, por el tipo de
ataque al azar.
2.1.2.1 Exopoligalacturonasas, rompe las uniones de
la parte final no reductor del acido péctico.
2.2 Liasas. Enzimas que rompen la unién alfa 1-4 por transeliminacién

formando un doble enlace entre los carbonos 4-5, en el final no
reductor de la cadena

2.2.1 Pectinliasas. Por su preferencia a la pectina.

2.2.1.1 endopectinliasa
2.2.1.2 exopectinliasa

2.2.2 Poligalacturonliasas. Por su preferencia al Acido péctico.

2.2.2.1 endopoligalacturonliasa
2.2.2.2 exopoligalacturonliasa,

3. Protopectinasas. Enzimas que solubilizan la protopectina, formando pectina
soluble altamente polimerizada.

3.1 Protopectinasas B, C,F, L,y S

Adaptado de Sakai, 1992
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Tabla 2 ALGUNAS FUENTES NATURALES DE PECTINASAS

Organismo PE PG PGL PMG PMGL OG
OGL

Plantas superiores:

Citricos +

Tomate + +

Manzana + +

Hongos:

Aspergillus niger + + + +
Penicillium digitatum + + +
Fusarium solani + +
Levaduras;

Ktuyveromices +

Bacterias:

Bacillus sp. + +

Erwinia aroideae + + + +
Pseudomonas marginalis + + +

PE. Pectinestrasa; PG, poligalacturonasa; PGL, poligalacturonato-liasa; PMG,
polimetilgalacturonasa, PMGL, polimetilgalacturonato-liasa; OG, oligogalacturonasa, OGL,

oligogalacturonato-liasa. (Adaptado de Fogarty y Kelly, 1983}).

Existen ademas marcadas diferencias entre pectinasas microbianas con
respecto a las enzimas de plantas. La pectinesterasa fungal es generalmente
més resistente a agentes quimicos. Su pl y pH 6ptimos estan en el rango acido,
en contraste al pH alcalino de las enzimas de las plantas, dandole una ventaja a

las enzimas fungicas en e ambito industrial (Sajjaanantakul y Pitifier, 1991).
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La produccién de enzimas pécticas se ha llevado a cabo generalmente en
sistemas de fermentacion sumergida, cultivo alimentado o cultivos en estado
solido utilizando el hongo del género Aspergillus, como A. niger, A. oryzae, A.
wentii (Nyiri, 1968, Beckhorn y col. 1965, Solis-Pereira y col. 1993, Aguilar y
col. 1993, Hsu y Vaughn, 1969, Cooper y Wood, 1973).

APLICACIONES DE LAS PECTINASAS

La principal aplicacion industrial de las pectinasas, impacta en la tecnologid de
procesamiento de frutas y vegetales, ya sea aumentando la produccion de
jugos, o en la reduccion de viscosidad de concentrados, pues las propiedades
coloidales de la pectina impiden la sedimentacion de particulas en el jugo.

En presencia de enzimas pécticas las moléculas de pectina son hidrolizadas y
los productos formados no retienen las propiedades coloidales de la pectina, lo
que facilita la rdpida sedimentacion de las particulas responsables de la
opalescencia, que pueden ser facilmente separadas por centrifugacion,

decantacion o filtracion.

Cabe mencionar que hay casos en que la opalescencia en los jugos es
comercialmente deseable como el jugo y puré de tomate: aqui la presencia de
pectinasas es indeseable. Por ello, es importante precalentar los jugos para
destruir las pectinasas naturalmente presentes y asi garantizar la opalescencta

det jugo.

También son usadas en la preservacion de maderas, en Ja industria textil para el

tratamiento de las fibras de lino o cafiamo y juegan un papel muy importante en
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la fitopatogénesis.

GENERO Aspergillus COMO MODELO DE PRODUCCION DE
PECTINASAS.

Desde hace 100 afios se¢ han utilizado industrialmente a los microorganismos
como productores de enzimas. Los hongos del género Aspergillus han tenido
una posicién predominante al respecto. Este género pertenece a la subdivision
deuteromicetos (Fungi imperfecti) de hongos verdaderos (division Eumicota).
Los deuteromiycetes se caracterizan por la ausencia de un estado sexual en su

ciclo de vida.

Aspergillus se caracteriza morfologicamente por la presencia de un conidiéforo
denominado aspergilo, que consta de una hifa conidiogénica constituida pof un
“pie” y un estipite vesiculado en la parte superior. Alrededor de la vesicula se
distribuyen una o dos capas de céhulas especializadas que se forman de manera
sincronica y una capa de esporas asexuales uninucleadas denominadas
conidios. Algunas especies de Aspergillus tienen un estado asexual

(anamérfico) y uno sexual o perfecto (teleomorfico).

Todas las especies de Aspergillus tienen un estilo de vida sapréfito, pues son
capaces de utilizar un range muy amplio de materiales como fuente de nutricién
y por ende poseen la capacidad de producir un sinnimero de enzimas. Estas
enzimas por lo general son secretadas al medio, lo que significa que tales

micoorganismos deben tener rutas bioquimicas para la asimilacion de diferentes
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fuentes de carbono, de tal forma que solo se sintetizan las enzimas necesarias

para el crecimicnto en fas condiciones prevalecientes.

Ademas, ello podria explicar la existencia de numerosas isoenzimas con
propiedades distintas, como la preferencia por un sustrato a un pH 6ptimo que

se presenta en A. niger (Kuster-Van Someren, 1992).

Este género de 4spergillus se ha vuelto un organismo modelo para estudios
diversos, entre otras cosas, por su disponibilidad de colecciones de cepas
mutantes bien definidas y para estudios genéticos. (Timberlake, 1990). Sus
caracteristicas de crecimiento permiten que Aspergilius sea manejable, flexible
y versatil en un laboratorio. Su facil preservacion y su reconocimiento como
organismo GRAS por la FDA lo hacen ser el microorganismo preferido por

bioquimicos y genetistas. (Oxenboll, 1994).

Aspergillus ofrece grandes posibilidades para su explotacion biotecnoldgica
con nuevas aplicaciones tecnologicas y la posibilidad de hallar y producir

enzimas nuevas,

En ¢l presente trabajo se utilizé la cepa Aspergillus sp FP180, la cual forma
parte de la coleccion microbiana del laboratorio de fisiologia de hongos
filamentosos.

Aspergillus sp FP180 es una cepa de color blanco, que crece a 37°C y es
productora de pectinasas. Las principales actividades producidas por ésta cepa

son ta exopectinolitica, endopectinolitica y liasa.
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GENERALIDADES SOBRE REGULACION DE BIOSINTESIS DE
ENZIMAS.

En términos generales, las enzimas extracelulares pueden ser inducibles,
parcialmente inducibles o constitutivas. Muchas de éstas hidrolizan moléculas
poliméricas que son lo bastante grandes como para entrar a la célula, por lo que
presumiblemente existe un nivel basal de enzima que degradara su substréto,
generando compuestos de bajo peso molecular que puedan entrar a la célula y

efectuar la induccidn (Wisseman, 1977 Van der Veen, 1990).

La induccion puede definirse como el aumento especifico en la concentracion
de una enzima como respuesta a la presencia de una sustancia quimica
determinada denominada inductor. La expresion de las enzimas esta afectada
por ¢l medio ambiente pues influye en la, o las enzimas que deben ser
formadas, asi como en la concentracion de las mismas (Sanchez y Farrés,
1987).

El modelo clasico de Jacob y Monod explica la induccion/represion de Ia
formacién de enzimas en términos de una interaccion de un represor especifico
con una regiop del ADN y por consiguiente se asume que activa a nivel del
operador del ADN. Sin embargo, el control de la produccién de enzimas
también se puede ejercer a otros niveles, desde la transcripcion del primer

mensajero, hasta la liberacion del péptido del ribosoma.

Cominmente, el inductor es un sustrato del sistema enzimatico, aunque en

algunos casos puede ser el producto de la reaccion. Con frecuencia, existen
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andlogos quimicos relacionados con el inductor que estimulan tambiér; la
formacion de enzimas (inductores gratuitos). Cuando e] inductor esta avsente es
posible detectar alguna actividad de las enzimas inducibles, llamada nivel basal
(no inducible), donde la rapidez de sintesis de la enzima es constante. Se ha
visto que en diversos sistemas microbiancs la mayor parte de enzimas

inducibles (usualmente hidrolasas) son formadas de novo (Wisseman, 1997).

Existen sistemas de control como respuesta de operones a proteinas
reguladoras que pueden designarse segiin gjerzan un control positivo o negativo
de la induccion o represién, utilizando las interacciones apropiadas entre las
proteinas reguladoras y la pequefia molécula inductora o correpresora.

Los genes que regulan con una funcion negativa (represor) son comunmente
menos encontrados cn hongos (Davis y Hynes, 1991, Johnston, 1987). Sin
embargo, se ha mostrado que las propiedades generales de los mecanismos de
regulacion en varios genes de levadura, como el modelo de regulacion de la
galactosa en Saccharomyces cerevisiae, incluye un control positivo, mediado
por una proteina que activa la transcripcién y también existe un control
negativo gue opera a nivel postranscripcional o postraduccional, por una
proteina duc reprime indirectamente la transcripcion inactivando una proteina
activadora. Tales aspectos son similares en varios genes fungales, asi como en

eucariotes superiores. (Johnston, 1997).
El uso de mecanismos regulatorios positivos, es probablemente una

consecuencia del gran tamafio del genoma eucaridtico, ademas de ser mas

eficiente y especifico que el mecanismo negativo. (Johnston, 1997).
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REPRESION POR CARBONO EN HONGOS

Usualmente varios microorganismos apagan un gran numero de genes en
presencia de glucosa, como respuesta al ahorro de energia, afectando la sintesis

de enzimas usadas para metabolizar otras fuentes de carbono.

Es reconocido en bacterias que la represion es activada por fosforilacién de la
glucosa, ésto causa una caida en los niveles de AMPc, la cual inactiva la
proteina CAP, un activador de los genes de represion catabdlica. Se ha
observado que la represion por glucosa en hongos no es mediada por la

disminucién de niveles de AMPc (Ronne, 1995).

Los genes cred de Aspergillus nidulans fueron identificados hace vanos afios y
han sido implicados en la represion por glucosa, indicando que el cred esta
involucrado en un control negativo directo (Ronne, 1995, Davis y Hynes 1991
Ruijter y Visser, 1997). Aunque la represion puede ser ejercida por varias
fuentes de carbono, la glucosa es probablemente Ja mas represiva junto con
sacarosa, xilosa y acetato, mientras que la galactosa y el glicerol son
intermedios, y la lactosa, arabinosa y etanol, son débilmente o no represoras

(Ruijter y Visser 1997).

Ademas del tipo de fuente de carbono, también la concentracién es relevante
Esto es valido para la represion mediada por CREA, pero podrian existir otros

mecanismos de represién como lo sefiatan Ruijter y Visser (1997).
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ANTECEDENTES DE PRODUCCION DE ENZIMAS PECTICAS.

Ciertas substancias relacionadas estructuralmente al inductor natural en un
sistema pueden ser mejores inductores. Por ejemplo, la R-glucosidasa es
inducida por celobiosa, €l sustrato normal, sin embargo, el metit-B glucosido
es mejor inductor. Tal induccién es Hamada induccion gratuita. La produccion
de enzimas inducibles, esta estrechamente ligada al substrato utilizado como
inductor; tal es el caso de la arabinasa, inducida por L-arabinosa, xilanasa por
D-xilosa y galactanasa o R-galactosidasa por D-galactosa (Cooper y Wood,
1973).

Se ha hipotetizado por mucho tiempo que los hongos pueden contener bajos
niveles de celulasas constitutivas, a cuales atacan la celuosa. Este ataque
permite 1a formacion de un verdadero inductor de biosintesis de celulasas o sea
algunos productos intermedios de la degradacion de los polimeros como el
disacarido celobiosa (Kubicek col. 1993). Caso similar ocurre con los productos
de degradacién de la pectina, como ef acido digalacturonico, que podria ser el
inductor para pectin liasa en Erwinia carotovora (Tsuyumu, 1977). Para A.
niger, €l complejo de arabinasas es inducido por L-arabitol (Van der Veen,

1990).
En 1962 Mendels y col. encontraron que el disacdrido soforosa (& 1-2
glucobiosa) fué capaz de inducir cellobiohidrolasa 1 y II, y la endo-glucanasa en

Trichoderma. Si bien, la soforosa es convertida muy rapidamente por una b-
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glucosidasa ligada a membrana, una pequefia cantidad entra a la célula por un

sistema de transporte activo. (Van der Veen, 1990).

Fundamentalmente, la produccion enzimatica dependera del microorganismo
utilizado, naturaleza y concentracién del substrato inductor, la eficiencia del
proceso de produccion y det tipo de proceso que se utilice. La presencia de
tales enzimas puede encontrarse en la superficie micelial o sobre la conidia.
(Nyiri, 1981, Solis-Pereira y col. 1993, Agwmlar y Huitrén, 1986) como es el
caso de Verticillium albo-atrum y Fusarium oxysporum que producen endo-
pectinliasa utilizando &cido galacnuémco (AG) como substrato (Cooper y
Wood, 1973), o como deromonas liquefasciens que produce constitutivaménte
poligalacturonliasa sobre acido poligalacturénico en cultivo continuo y estd
sujeta a represion catabdlica (Hsu y Vaughn, 1969), por su parte la levadura
Kluyveromyces marxianus contiene una endopoligalacturonasa constitutiva y
no sujeta a represion por carbono ni nitrogeno, y tampoco se encontraron otras
enzimas pectinoliticas aparte de la endopoligalacturonasa. Schwan y col. 1996 y
Keen y Horton, 1966 reportaron la sintesis de endopoligalacturonasas por
Pyrenochaeta terrestris en cultivos en lote, la cual se reprime cuando medios
de cultivo que contienen pectina son suplementadas con glucosa u otras
hexosas en concentraciones mayores de 0.05M, pero se estimula a

concentraciones de 0.005M,

Por otra parte, Solis-Pereira y col. 1993 compararon la sintesis de pectinasas
por A. niger, tanto en cuitivo sumergido, como en cultivo en estado sélido,
donde la estimacion de productividad favorece al cultivo en estado sélido con

respecto al sumergido. Ademas de que en el cultivo en estado solido
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aparentemente no hay represion por carbono, ya que la produccion de actividad
endo y exo, no fue reducida cuando glucosa, sacarosa o AG fueron agregadas
al medio a concentraciones mayores de 10%. Chitadron y col. 1996 reportaron
que la fermentacién en substrato sélido fue utilizada para la produccién de
pectinasas de Rhizopus sp mostrando gran eficiencia para la reutilizacién de

desechos agroindustriales.

La sintesis de poligalacturonasas de F. oxysporum muestra un efecto inhibitorio
mediado por glucosa (Patil y Dimond, 1968). Asimismo, se¢ menciona que la
poligalacturonasa de A. niger esta sujeta a represion catabélica a nive]es. de
transcripcion y traduccién (Shinmyo y col. 1978, Tahara y col. 1975).

Se han realizado estudios con Acrocylindrium donde valian la sintesis de
endopoligalacturonasa, exopoligalacturonasa y pectinesterasa inducidas con el
mismo substrato, donde se sugiere un mecanismo regulatorio coordinado en la
sintesis de tales enzimas, diferente al modelo de represor-operador de Jacob y

Monod en bacterias (Kimura y Mizushima, 1974).

También se ha reportado que Candida boidinii produce enzimas pectinoliticas
inducidas por la presencia de pectina como fuente tnica de carbono (Stratilova
y col, 1996) y que las Erwinias, carotovora, chrysantheniy y aroidae,
secretan una parte de poligalacturonato-liasa al medio de cultivo y otra parte

permanece asociada a la célula (Moran, 1968).

Rombouts y Pilnik 1980 reportan que Xantomonas sp. produce pectinesterasa

en forma inducible y poligalacturonato liasa en forma constitutiva.
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Riou y col. 1991 han monitoreado la produccién de un amplio rango de
actividades enzimdticas, entre ellas la pectinolitica del hongo fitopatégeno
Sclerotinia sclerotiorum, demostrando que las enzimas pécticas son
constitutivas.

Estas diferentes actividades enzimdticas proveen a este hongo patdgeno la
capactdad de atacar los diferentes polisacaridos que componen la pared celular
vegetal.

Los fenomenos regulatorios de la produccién de pectinasas ha sido muy
estudiados en bacterias, en donde hay evidencias claras que los productos de
reaccion de pectato liasa y exo-poli-a D- galacturonosidasa intervienen en la
induccion sobre D-galacturonanos, los cuales son convertidos intracelularmente
a los inductores verdaderos (Collmer y Bateman, 1982).

Hugouvuieux y col. (I996), reportan analisis de mutantes que muestran bloqueo
en varias etapas de la via pectinolitica, lo que ha permitido la identificacion de
fos verdaderos inductores intracelulares: KDG, DK1 y DKII (2 ceto-3
desoxigluconato, 5 ceto 4 desoxiuronato y 2-5 diceto-3-desoxigluconato,
respectivamente) Ademas, varias condiciones ambientales afectan la
produccion de pectinasas y aun no sor asociadas con alguna proteina
regulatoria. También se ha probado sintetizar andlogos de KDG como

inductores de enzimas pectinoliticas en Erwinia (Alesst y col. 1996).

Leone, (1990), estudid la regulacién de enzimas pécticas en Botrytis cinerea,
donde la actividad total de poligalacturonasa fué influenciada por el tipo y
concentracion del sustrato y por la concentracién conidial inicial. La sintesis de
poligalacturonasa Il es constitutiva. Esta enzima s¢ encuentra en conidias no

germinadas y es reprimida por dcido galacturdnico a una concentracion mayor
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de 10 mM implicando una represién por retroalimentacion, mientras que la
poligalacturonasa I no sufre represion catabélica.

Se ha reportado que en Fusarium roseum se presenta un fenémeno de
induccion diferencial relacionado con el pH, describiéndose que a pH de 3.5 en
medios que contienen pectina como fuente de carbono, se inducen .las
endopotigalacturonasas y pectin esterasa. Esto no ocurre a pH de 6.5 (Perley y
Page, 1971). Asi mismo, en C. boidini la mayor actividad de poligalacturonasa
fué dependiente del pH del medio de cultivo, usando pectina como substrato.
La mayor actividad fué obtenida a pH 3.51 disminuyendo a un 70% y 20% a
pH 5.49 y 7.01 respectivamente.

Trejo-Aguilar y col. (1996) reportan que el pH afecta el patrén de secrecion de
pectinasas en Aspergillus sp FP180 y A. niger N-402a 30y 37°C. Asi mismo,
Delgado y col. (1992) muestran que la actividad pectinolitica en Aspergillus
solo se produce a valores de pH inferiores a 4.0.

Biely y col. (1996)b reportan que Aureobasidium pullulans, conocida como
hiperproductora de endo-1,4 B xilanasas es productora también de enzimas
pécticas, las cuales fueron inducidas, en células crecidas previamente- en
glucosa, por acido galacturonico y sus oligémeros, siéndo el grado de
polimerizacion de estos fragmentos los que tienen influencia en el nivel de
enzimas inducidas. Asi mismo, sugiere que los residuos metoxilados del acido
galacturénico podrian tener un papel importante en la produccién de enzimas

pectinoliticas.
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OBJETIVO

Considerando la importancia del complejo enzimdtico pectinolitico producido
por hongos, se plantea en éste trabajo obtener mayor informacion sobre el tipo

de inductores verdaderos de exo y endopectinasas de Aspergillus sp FP180.
Objetivos particulares.

Determinar ¢l efecto de algunos azicares simples constituyentes de la pectina,
del monémero 4cido galacturénico y de los polisacaridos, APG y pectina sobre

la produccién de actividades pectinoliticas en Aspergillus sp FP180.

Determinar el efecto de diferentes concentraciones de AG sobre cultivos en
lote de Aspergillus FP180, a fin de evaluar el efecto de induccién o represién

de éste sistema enzimatico pectinolitico.
Obtener mezclas enriquecidas de oligémeros a partir de pectina y APG, debido
a que no existen variedades de oligdmeros disponibles comercialmente y su

posterior evaluacion del efecto sobre la sintesis de enzimas pécticas.

Obtencién de derivados metoxilados del AG para evaluar su efecto en la

produccion de actividades pectinoliticas.
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MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMO

El microorganismo utilizado en este trabajo fue un hongo blanco del género
Aspergillus que produce pectinasas extracelulares a 37°C denominado
Aspergillus sp FP180, el cual fue propagado y conservado en tubos con agar-
papa-dextrosa. Para inocular los medios en las fermentaciones, se cosecharon
esporas, raspando la superficie del medio, extrayendo con agua destilada
estéril. La concentracién de esporas se determiné usando una cdmara de

Newbawer,

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

El medio basal utilizado fue igual al previamente descrito por Aguilar y col.
1981 Como fuente de carbono se utilizaron: pectina citrica, Aacido
poligalacturénico (APG), écido galacturonico (AG), ramnosa, arabinosa,
galactosa (Sigma Chemical Co., USA), glucosa o glicerol, (J.T. Baker, S.A. de
C.V. México) a diferente concentracién segin se indica en cada figura. En
algunos experimentos ¢l medio fue suplementado con extracto de levadura (EL)
a una concentracion de 0.3%.(P/V). Todos los reactivos fueron grado analiti'co.
La fuente de cartbono y el extracto de levadura fueron esterilizados

separadamente del medio basal. La esterilizacion fue llevada a caboa 121°Cy
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15 psi por 20 min. El pH inicial de todos Jos experimentos fue de 3.4-3.6 a una

temperatura de 37 °C y agitacion reciprocante constante de 100 golpes/min.

INDUCCION CON ESPORAS

El tamafio del indculo fue de 1 x 10 ¢ esporas/ml de concentracion finat, E
volumen de medio fue de 200 ml, utilizando matraces Erlenmeyer de un
volumen de 500 ml, con agitacion constante de 100 golpes/min en un agitador
reciprocante de 1 pulg. de desplazamiento.

Se tomaron muestras de aproximadamente 10 ml a diferentes tiempos para

cuantificarles las actividades pectinoliticas correspondientes y el peso seco.

INDUCCION CON MICELIO

Se utilizd micelio no inducido, pre-crecido en matraces de cultivo con
capacidad de 2,500 mi conteniendo un litro de medio basal més glicosa 1%y
extracto de levadura 0.3% a 37°C y 100 golpes/min durante 15 h. El micelio
obtenido fué lavado exhaustivamente en condiciones asépticas con solucion
isotonica de NaCl (0.85%) y transferido a medios nuevos con las
correspondientes fuentes de carbono (0.5% final), en matraces Erlenmeyer de
capacidad de 250 ml., con un volumen de medio de 50 ml e incubandose
durante 45 horas. En 1as mismas condiciones y concentracion inicial de inoculo
en todos los ensayos. Se tomaron muestras a diferentes tiempos en volumen
necesario para cuantificarles posteriormente las actividades pectinoliticas

correspondientes y el peso seco.
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ACTIVIDADES PECTINOLITICAS

La actividad exopectinolitica presente en el medio fue evaluada por la cuantificacion
de los azicares reductores producidos a partir de una solucion de pectina al 1.0%,
después de la incubacién a 45°C durante 20 min. a pH de 5.0. Una unidad de
actividad exo pectinofitica fue defintda como la cantidad de enzima que catalizé la
formacién de 1.0 pmot de acido galacturénico (AG) bajo tas condiciones de ensayo.
La actividad endopectinolitica producida en medio liquido fue medida por el cambio
de 1a viscosidad en una solucién de pectina at 1.0%, a pH de 4.2, a una temperatura
de 30°C, en un viscosimetro de Oswait (CANNON 200 651 IY). Una unidad de
actividad endopectinolitica fue definida como la cantidad de enzima que redujo en
un 50% la viscosidad de 1a solucion de pectina, en un tiempo de 10 min. (Aguilar y
col. 1991).

CRECIMIENTO CELULAR

El crecimiento celular fue determinado como peso seco, para lo cual se tomaron
muestras de 10 ml cada 24 horas y se filtraron a través de una membrana milipore de
5.0 um, previamenie pesada. La biomasa retenida en la membrana fue secada en una

estufa a 90°C hasta obtener un peso constante.
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MEDICION DE GRUPOS REDUCTORES

Fueron determinados directamente en filtrados libres de células, usando el
método de DNS (Miller, 1959). Los productos de degradacion de la pectina
fueron expresados como 4cido galacturénico. Cuando otras fuentes de carbono
fueron usadas, su concentracion en el medio de cultivo fue determinada como
grupos reductores y expresada con el estandar apropiado.

Todos los expertmentos realizados son el promedio de por lo menos 2 o 3

repeticiones de los ensayos, teniendo una variacién maxima de 10%

ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE Y ACTIVIDAD “in situ”

La electroforesis fue realizada en condiciones desnaturalizantes de acuerdo al
método descrito por Laemmli (1970). Los geles contenian acrilamida al 10% y
bis-acritamida al 2.7% (Bio-Rad laboratories). Las muestras fueron colocadas
en un bafio a ebullicién por 60 segundos, en amortiguador de muestra formado
por SDS al 4% (Bio-Rad laboratories), glicerol al 20%, 2-mercaptoetanol al
10% (Bio-Rad laboratories), buffer Tris-HCl 125 mM a pH 6.8 y azul de
bromofenol al 0.005%. La electroforesis se corrié con 150 g de proteina de
cada muestra, a una corriente de 40 mA y por un tiempo de 0.5 a 1 h a través
de una unidad de geles verticales de 1.5 mm Migtly Small SE-245 (Hoefe- Sct.
ins. U.S.A)). Después de este tiempo los geles fueron sumergidos en solucion
de tincién, que contenia azul de Coomasie R-250 {Bio-Rad laboratories) al
0.125%, metanol al 50% y &cido acético al 10% durante | hora y después

fueron destefitdos con una solucién de acido acético al 10%.
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La actividad in sifu (zimograma), fue realizada con el sustrato acoplado al gel
de acrilamida de acuerdo a lo descrito por Cruickshank and Wade, 1980. Como
substratos se usaron, pectina © APG a una concentracion final det 0.1% segun
se mdique en ¢l texto. Después de la electroforesis, los geles fueron incubados
por 14 h en acido citrico 0.1M, o amortiguador de acetatos 0.17M. a pH 4.2_ Al
término de este tiempo, los geles de acrilamida-substrato fueron retirados de la
solucion y teiiidos con una solucién de rojo de rutenio al 0.05% (Sigma Co.

USA) y enjuagados posteriormente con agua destilada.

ESTERIFICACION DEL ACIDO GALACTURONICO

Se realizd colocando en cada ensayo 155 ml de acido clorhidnico al 0.2 N en
metanol absoluto a 0°C, fueron agregados 5 g. de acido galacturénico
monohidratado (Sigma Co. USA.) Las mezclas de reaccion fueron mantemidas
por 66 horas a 0°C, neutralizadas cada una con diferentes volumenes de
hidroxido de potasio 1 N en metanol (25, 35, 40, 45, 50, 60 y 70 ml) y el
precipitado (material no esterificado) fue eliminado por filtracién. El metanol
fue destilado bajo presion reducida hasta llegar a un volumen de 10 ml
aproximadamente. Este volumen fue agregado a 90 ml de eter. El producto
resultante fue cristalizado con una mezcla de dioxano metanol (2:1) (Jansen y
Jang, 1946).

Estos 7 productos fueron analizados por cromatografia en capa fina, con varnas
mezclas de solventes, RMN y/o infrarrojo y usados como tnica fuente de

carbono en las fermentaciones subsecuentes con micelio no inducido.
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CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatografia en capa fina se llevo a cabo sobre placas de silica gel 60 de
0.25 mm (Kieselgel 60, Merck, México) utilizando varios solventes para
oligogalacturénidos saturados e insaturados, metilados y no metilados y
revelados con una solucion de H,SO4 al 10% en metanol calentando la placa
durante 5 minutos en una estufa a 100°C.

Los solventes utilizados para oligogalacturonidos saturados fueron: acetato de
etilo, 4cido acético, agua (2:1:2 v/v) o n-butanol, ac. acético, agua (50:12:25
v/v). Para metiloligogalacturénidos saturados e insaturados se usé: n-propanol,
agua, acetato de etilo (7:2:1) o butanol saturado con agua. Para
oligogalacturénidos esterificados: propanol y agua (7:2), o n-butanol, 4cido
formico, agua (2:3:1) segun sea el caso. Se tomaron como estandar al acido
galacturonico y a la pectina. asi como los Rf de referencias bibliograficas de

mono, di, tri, tetra, pepta y hexaglacturénicos. (Kester y col. 1990).

DIGESTION DE PECTINA

Se realizaron digestiones quimicas, enzimatica y microbiologica de la pectina:
Digestion quimica.

A una solucion de pectina de 10% de metoxilo, se le ajustd el pH, a 2.5, 35,5,
6,7,8,9y 10, con H,SO4 0 NaOH segin el caso. La hidrélisis se lievd a cabo
a 121°C durante 15 minutos. La pectina residual no hidrolizada se elimino
centrifugando a 300 rpm por 5 minutos, después de precipitacién con ZnSO4
(9%) y NaOH (0.5N). Los productos de degradacion se analizaron por

cromatografia en capa fina y por grupos reductores.

Estas mezclas de productos de la digestion, se utilizaron come anica fuente de
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carbono en ensayos de induccién.

Digestién enzimatica.

Se utilizaron pectinas de diferentes grado de esterificacién (7.5, 8 y 10%) y
acido poligalacturénico al 1%, en un volumen de 50 ml. Se colocaron en un
bafio a temperatura de 40°C durante 10 a 15 minutos para homogenizar la
temperatura inicial. Posteriormente se realizé la hidrélisis, ya sea con la enzima
pectinasa de Rhizopus sp. (EC 32.1.15) (Sigma Chemical Co.) o un
concenfrado de pectinasas del propio Aspergillus sp FP180. Se tomaron
muestras a tiempos 0, 20 y 40 minutos y posteriormente cada hora durante 8
horas. Cada muestra fue colocada en hielo y se precipité la pectina o acido
poligalacturcnico residual segin sea el caso, como se describié anteriormente.
Se cuantificaron los grupos reductores totales y se realizo una cromatografid en
capa fina.

Estas mezclas con productos de digestion enzimdtica, con ¢ sin pectina
residual, se utilizaron como tinica fuente de carbono en ensayos de induccion,

en las condiciones iniciales descnitas anteniormente.

Digestién micrebiolégica.

Se realizaron 3 digestiones de la pectina con la cepa de Aspergiltus sp FP180,
inoculando con esporas (2x10° esporas/m! de medio) con medio minimo y
pectina como unica fuente de carbono. Al término de 8, 12 o 24 h
respectivamente se tomo el extracto libre de células de cada uno de los

cultivos, reformulando este extracto para fermentaciones posteriores, y
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empleado como unica fuente de carbono. Paralelamente se utilizaron muestras

con pectina residual precipitada.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR E INFRARROJO

Se realizo en el Instituto de Quimica, UNAM, un espectro de r.mn. H' y C",
de algunos productos de la esterificacion de dcido galacturénico, los cuales

fueron medidos en solucién de D,0 a 220 Mhz. (Gareia, 1997, comunicacion

personal).
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RESULTADOS Y DISCUSION
UTILIZACION DE ESPORAS COMO SISTEMA DE INDUCCION

Se evaluo el crecimiento de Aspergillus sp FP180 y su produccion de enzimas
pectinoliticas sobre pectina (P), acido poligalacturénico (APG) y 4cido
galacturénico (AG). Asi mismo se determiné la acumulacién de productos de

degradacién de los polisacaridos mencionados (Fig 5).

Como puede ser observado en esa figura Aspergillus sp FP 180 tuvo un escaso
crecimiento cuando se utilizo6 APG y AG a una concentracion final de 1% como
fuente de carbono, mientras que en pectina crecié 6 veces mas, siendo su

maximo crecimiento a las 72 h.

En presencia de pectina se observo una acumulacién méxima de productos de
su degradacion a las 24 h los cuales desaparecen posteriormente (Fig. 5). En el
caso del APG, se acumularon los productos de degradacion a partir de 24 h
hasta Hegar a 6.76 mg/ml a las 96 h. Por otro lado, cuando el AG es la imica
fuente de carbono, se consumié aproximadamente un 11% en las primeras 48 h

manteniéndose sin cambio €l resto de la fermentacion.

Es necesario hacer notar que el AG, no es consumido en grandes proporciones
como se podria esperar. Mientras que con APG como sustrato, Aspergillus sp
FP180 genera productos de hidrolisis; probablemente mondmeros entre otros,
los cuales se producen en mayor medida que los que se consumen, puesto que

hay una acumulacion neta.

La actividad exopectinolitica, cuando ¢l APG es la tnica fuente de carbono,
ltegd a un maximo a las 72 h casi 5 veces mayor que cuando la pectina fue la

tinica fuente de carbono. Por lo tanto, se observé un mayor rendimiento de
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produccién de enzimas de tipo exo en este polisaciridlo no metoxilado,
probablemente por la liberacién paulatina de oligdbmeros. En cambio, no se
registrd actividad exo cuando el substrato es AG, debido probablemente a la

alta concentracion de este mondmero en el medio (Fig. 5C).

La actividad endo por Aspergillus sp FP180 solo se induce cuando estid

presente la pectina como tnica fuente de carbono (Fig. 5D).

Se realizd un momnitoreo mas detallado de la acumulacion de productos de
degradacion de la pectina y se observo que tal degradacion se lleva a cabo
entre las i8 y 24 h de fermentacion (Fig. 6), probablemente debido a la
presencia de pectinasas conidiales y de micelio. Se ha reportade que en
Aspergillus sp. (Aguilar y Huitrén, 1993) las conidias no germinadas presentan
pectinasas constitutivas de tipo exo sugiriéndo su participacién como
generadoras de los inductores verdaderos de las pectinasas extracelulares. De
igual manera, se ha descnito que en Trichoderma reesei existen B-glucanzisas
en conidia y micelio, siendo éstas enzimas responsables de iniciar “in vitro” la
degradacion inicial de celulosa, que resultan en la formacion de productos que
inducen a otros componentes del sistema celulolitico. También se ha reportado
que la degradacion de pectina por B. cinerea es iniciada por la accidn’ de

pectinasas localizadas en la conidia (Leone y Vanden Hevel, 1987).

Para determinar el efecto de la concentracion del AG sobre la produccion de la
actividad exo, se evalud el crecimiento de Aspergillus en diferentes

concentraciones de AG.

Como se observa en la figura 7, el crecimiento de Aspergillus sp FP180 a las

48 h, cuando el AG se utilizd a una concentracién de 0.5%, fue
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aproximadamente ¢l doble que el obtenide cuando este sustrato se usé a una
concentracion de 1%. (Fig. 7A). A su vez, cuando estuvo presente el AG al
0.2%, el crecimiento fue similar al obtenido con una concentracién de 0.5%.A
las 48 h de cultivo la actividad exo fue de 10 y 7 U/mgPS con -las

concentraciones de 0.5% y 0.2% respectivamente.

No se produjo actividad exo (Fig. 7B). ni endo cuando el AG se encuentra a
una concentracion de 1%. Esto indica que a esa concentracion la sintesis de
exopectinasas fue reprimida, mientras que concentraciones de 0.5% o menos,

inducen la sintesis de enzimas exopectinoliticas.

Esta disminucion de la concentracion favoreci6 la produccion de actividad exo,
lo cual soporta la idea que con una concentracion baja de monémeros u
oligomeros intermedtarios no metoxilados a partir de APG como tnica fuente

de carbono, se obtiene una alta actividad exopectinolitica.

A pesar de que también se indujo las enzimas de tipo exo en presencia de AG
al 0.2%, su crecumiento se vi§ afectado desde las 24 h por falta de fuente de
carbono. Este problema podria eliminarse si el cultivo se hace bajo condiciones

de cultivo alimentado, como lo han sefialado Aguilar y Huitrén (1986).

No se detecto actividad endopectinolitica en ninguna concentracion de AG,
indicando que ese monosacdrido, prncipal componente de las sustancias

pécticas, no induce esta clase de enzimas.

El consumo de sustrato, presente a una concentracion de 1% fue
aproximadamente un 11%, mientras que al utilizar una concentracién de 0.5%,
el AG fue consumido casi en su totalidad a las 72 h; cuando la concentraqién

fue de 0.2% es consumido casi totalmente a las 24 h.
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Dado que con algunas fuentes de carbono tanto el crecimiento como el
consumo fueron pobres, se decidié adicionar extracto de levadura (EL) al
medio de cultivo a una concentracion de 0.3% (Fig. 8) con el fin de evaluar la
produccion de enzimas pécticas en condiciones favorables para el crecimiento

de este microorganismo.

En todos los casos en los que se adicioné el EL, o bien el EL solo, el
crecimiento del microorganismo fue estimulado. Cuando se adiciona el EL al

AG o al APG, el crecimiento se incrementa aproximadamente unas 4 veces
(Fig. 8A).

Cuando se utilizé EL como tnica fuente de carbono, el crecimiento inicial de
Aspergillus sp FP180 fue ligeramente maés lento que para ia pectina tomada
como control;, pero al final de la fermentacion (96 h) se alcanzd la misma

cantidad de peso seco que el controf.

Cuando la pectina se encontré combinada con EL (P/EL), el crecimiento de
Aspergillus sp FP180 es aumentado un 60% (medido a las 96 h) en

comparacion a la pectina sola.

A diferencia del medio que contenia solo AG al 1%, el cual se consumio un
11%, la mezcla de este con el EL, es consumido un 75%. Por otro lado, con el
APG/EL como sustrato los grupos reductores se acumulan mas pronto que en

APG solo, para después consumirse casi completamente (Fig. 8B).

En las primeras 48 h, la actividad exo ya sea con APG o con APG/EL, se
indujo paralelamente. Por otra parte, a partir de las 48 h en el medio que
contiene APG/EL se registrd una disminucién de actividad muy considerable,

lo que corresponde con el aumento de pH a partir de las 24 h donde llega al
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CRECIMIENTO (mgPS/mi)

ACTIVIDAD EXO ESPECIFICA (U/mgPS)

GRUPOS REDUCTORES (mg/ml}

ACTIVIDAD ENDO ESPECIFICA (U/mg PS)

TIEMPO DE FERMENTACION (horas)

Fig 8. Efecto de la adicién de extracto de levadura a los cultivos
de Aspergilius sp FP180, creciendo sobre pectina, APG y AG al 1.0%
A) Peso seco, B) Grupos reductores  C) Actividad exo especifica,

D) Actividad endo especifica, €} Perfii de pH
APG/EL (®), E.L (#),Pectina ([1), APG (O), Pectina/EL (A ). AG ().

AG/EL (¥ ).
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finalizar la fermentacion a 7.65. Esto podria indicar un efecto negativo del pH
sobre la produccién de actividad exo, similar al observado con la pectina
adicionada con extracto de levadura. Estos efectos del pH sobre la sintesis de
exo pectinasas han sido previamente descritos por Aguilar y col. 1991 y
Delgado, 1997.

Cuando estuvieron presentes los polisacaridos con o sin EL, la actividad exo
fue similar en las primeras horas de fermentacién, en donde el pH no varié
considerablemente. Después de las 48 h existio un aumento de pH y una
disminucién de actividad en el substrato que contiene EL, lo que nos hace
suponer que el EL no influy6 en la produccion de pectinasas, pero si promdvié

el crecimiento del microorganismo.

La actividad endo, solo se produjo cuando esté presente pectina como Unica
fuente de carbono, sin embargo, en presencia de EL (P/EL) se vié reducida casi
un 90%, reflejando su alta sensibilidad al pH del medio. Esto 1o han reportado
Aguilar y col. 1991 y Delgado y col. 1993 donde la actividad pectinolitica en

Aspergilllus sp. no se produce a valores de pH superiores a 4.

Después de concluir que el AG, principal constituyente de las sustancias
pécticas, influy6 en la induccién de pectinasas, fue interesante evaluar también
a la ramnosa, aziicar que forma parte de la region dura de las sustancias

pécticas en una proporcion considerable, ademas de que modifica su estructura.

Asi entonces, se crecio a Aspergillus sp FP180 con ramnosa al 1% como tinica
fuente de carbono, la cual no fue asimilada y por tanto no hubo crecimiento ni

actividad alguna (Fig. 9). Cuando estuvo combinada con pectina (P/R), ambas a
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una concentracién de 0.5%, la ramnosa es consumida completamente a las 72 h

de manera similar al consumo de AG al 0.5%.

Por otro lado, cuando la combinacion fue de AG/R, el crecimiento de
Aspergillus sp FP180 es suprimido completamente; luego entonces, no se
registté ninguna de las 2 actividades analizadas. Esto podria deberse a la
concentracion de 1%, la cual es posible que limitaria el transporte de estos

compuestos.

La actividad exo, es reducida aproximadamente un 60% cuando se encontrd
pectina mas ramnosa (P/R) en comparacion a la que se obtuvo en pectina sola,
sugiriendo una represion por carbono, ya que la actividad empezé después de
las 24 horas. Esto hace suponer que fue preferida la ramnosa a la pectina en las

pnimeras horas.

La actividad endo se presentd solo cuando existe pectina en ¢l medio; sin
embargo, cuando estuvo presente la combinacién de P/R, la actividad es

disminuida un 90%.

El crecimiento del microorganismo cuande el APG con o sin ramnosa se
encuentra como unica fuente de carbono, fie muy pobre por lo que no se

registro actividad alguna.
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OBTENCION DE PRODUCTOS DE HIDROLISIS Y SU EVALUACION
COMO INDUCTORES

Como se ha mencionado, los productos de hidrélisis de la pectina, dada su
complejidad, podrian ser muy vanados, ya sea por su grédo de polimerizacién,
beta eluminacion o hidrélisis, por la cantidad de grupos metoxilo y su
distribucion a lo largo de la cadena, por los azicares constituyentes,
ramificaciones o coiibinacién de estas caracteristicas, las cuales hacen dificil la
obtencion de oligdbmeros bien caraterizados y en cantidades suficientes para ser

utilizados como inductores de pectinasas.

Ya que no existen en el mercado comercial variedades de estos oligomeros, se
plantearon 3 estrategias para obtener mezclas de productos de hidrélisis de

bajo peso molecular para probarlos posteriormente como posibles inductores.

Asi entonces, se realizaron hidrolisis de los polisacaridos por métodos
quimicos, en condiciones 4cidas y alcalinas, métodos enzimiticos, donde se
utilizaron pectinasas de Rhizopus (Chemical Sigma Co.) y un concentrado
enzimatico de Aspergillus sp FP180; y métodos microbiolégicos, utihizando al
mismo microorganismo como productor de oligébmeros. Estos productos se
obtuvieron a partir de filtrados libres de células de cultivos de Aspergillus sp
FP180 sobre pectina en tiempos cortos, pues, como ya se ha sefialado, exjste
una acumulacién de productos de hidrolisis en las primeras 24 h de
fermentacion, los cuales podrian actuar como inductores de pectinasas. En este

caso, se tomaron los tiempos de 8, 12 y 24 h de crecimiento de Aspergillus sp
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FP180.

Se mencionara primero la digestion de la pectina por via quimica, realizada en

un amplio rango de condiciones, tanto cidas como alcalinas.

Se observo el perfil de degradacién mostrado en la fig. 10, teniendo como
control a la pectina no hidrolizada. Como se puede observar, a partir de la
digestion a pH 6 y en todo el intervalo alcalino hubo mayor liberacién de
grupos reductores, comparandolos con los hidrolizados 4cidos, teniendo el

méximo valorapH 8 y 9.

El mecanismo de hidrolisis de la pectina estd modulado por reacciones
competitivas entre pH y temperatura (Renard y Thibault, 1996). A valores de
pH alcalinos la hidrélisis se llevé a cabo, principalmente por beta eliminacion y
desmetoxilacion. Asi entonces, las digestiones alcalinas obtenidas serian
mezclas de oligdmeros insaturados y/o desmetoxilados, con pectina residual

que no fue hidrolizada.

Cada una de las mezclas provententes de las digestiones quimicas a pH 6, 7, 8,
9y 10 (Q6, Q7, Q8, Q9, Q10, respectivamente) se utilizé como tnica fuente de
carbono para probarlos en ensayos de induccién a partir de conidias de
Aspergillus sp FP180 en mismas condiciones iniciales descritas en material y

métodos. Estas mezclas fueron analizadas por cromatografia en capa fina.

E! crecimiento del microorganismo, cuando fueron utilizadas las mezclas Q6 a
la Q10, fue aproximadamente la mitad del control, excepto la mezcla Q8, la

cual ain tuvo un crecimiento menor. (Fig. 11 A).

En la fig. 11B se muestra que hubo un aumento de grupos reductores cuando se

utilizé como tunica fuente de carbono, Q8, Q9 y Q10. Mientras que -los
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Grupos Reductores (mg/fmi)

Control 2535 5 6 7 8 910

pertfilde pH

Fig. 10 Grupos reductores liberados a partir de ka pectina por digestion
quimica, en condiciones dcidas y alcalinas a una temperatura de
120°C durante 15 minutos, El control es pectina al 1% sin hidrolizar,
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hidrolizados Q6 y Q7 alcanzaron menos de ! mg/ml, al igual que la pectina
tomada como control. Se puede observar que la mezcla de productos inicales
de la fermentacion, obtenidos en Q8, Q9 v Q10, fue hidrolizada atn mas en el
transcwrso de los ensayos de induccion, Esto pudiera afectar la produccion de
actividades pectinoliticas, pues la concentracién mayor de grupos reductores

podria reprimir la actividad exo (Fig. 11).

Al evaluar los productos de la digestion Q6 y Q7, donde existen menos grupos
reductores, se estimulé la actividad exo un 45% y 55% respectivamente, con

respecto al control, lo que apoyaria lo antertor (Fig. 11C).

La actividad pectinofitica de tipo endo (Fig. 1{D) fue insignificante cuando los
hidrolizados Q8, Q9 y Q10 fueron tomados como unica fuente de carbono; en
cambio, cuando estuvo presente la mezcla de Q7, fue ligeramente mayor al

control, mientras que la mezcla de Q6 fue la mitad, comparada con el control.

Las cromatografias en capa fina de las mezclas Q6 y Q7, nos indican que
contiecnen productos principalmente metoxilados resultantes de la
despolimerizacion de la pectina, podrian inducir la actividad endo, como se
aprecia en la fig.11D. Mientras que los oligomeros de 8, Q9 y Q10 fueron
desmetoxilados, los cuales afectarian probablemente la actividad endo (Fig.

11D).

Ya que la pectina residual y/o los oligémeros de las mezclas obtenidas por via
quimica podrian ser hidrolizadas de nuevo en el transcurso de las primeras
horas de fermentacién e influir en la induccién de pectinasas, se observo
paralelamente el efecto de los oligbmeros sin la influencia del polisacando

residual no hidrolizado que fue climinado por precipitacion antes de probarlos
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en ensayos de induccion. Las mezclas precipitadas Q6P, Q7P y Q8P
corresponden a las obtenidas a pH de 6, 7 y 8 (Fig. 12).

El crecimiento del microorganismo, se mantuvo similar entre los hidrolizados,
pero siempre menores al control. (Fig. 12A). Se observé una considerable
disminucion de grupos reductores cuando la mezcla de la digestién alcalina
estuvo sin pectina residual (Q8P); los demas no mostraron cambio alguno (Fig.
12).

La actividad exo producida cuando se utilizd como sustrato la mezcla Q8P fue
similar al confrol, contrastando cuando este sustrato tuvo la pectina residual
(Q8), asi entonces podemos sugerir que la cantidad de grupos reductores
presentes en el medio afectd la produccién de actividad exopectinolitica. En
cambio a actividad exo se mantuvo sin cambio aparente cuando se utiliza la

mezcla Q6P y Q7P.

Cuando Aspergillus sp FP180 fue crecido con la mezcla Q8P, no se detectd
actividad endo, mientras que para la mezcla Q6P la actividad endo fue el doble

con respecto el control.

Con la mezcla Q7P aumentd la produccion de actividad endo en un 25% con
respecto al control. Esto podria ser resultado de {a induccion directa de los
oligémeros solos. No hubo diferencias significativas comparando los resultados

de Q7P a los obtenidos con Q7.

Con los datos hasta aqui expuestos, podemos constderar que los ohgdémeros
metoxilados favorecieron la produccién de pectinasas de tipo endo mientras

que los productos no metoxilados, estimularon la produccion de actividad exo.

Asi mismo, la concentracion de grupos reductores afectd la produccion- de
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actividad exo, como se puede observar en las Fig. 11 y 12.

Por otro lado, siguiendo nuestro primer planteamiento, se realizé la digestion
por via enzimdtica. Primero s¢ efectuaron digestiones del APG v de pectinas de
7.5, 8.6 y 10% de metoxilo (52, 56 y 61% de esterificacion, respectivamente),
con pectinasas de Rhizopus (Chemical Sigma Co.) y con el extracto enzimatico
de la misma cepa, Aspergillus sp FP180. Inmediatamente se utilizaron estas

mezclas de oligdmeros en ensayos de induccion.

Los productos de estas digestiones fueron analizados cualitativamente por
cromatografia en capa fina, tomando como estandar al AG. Se observo que los
productos de hidrélisis tuvieron valores de Rf de 035 a 0.83 que
corresponderian de acuerdo a valores reportados por Kester y col 1980 a un

grado de polimerizacion entre 6 y 2.

Los expenimentos anteriores apuntan a que los derivados metoxitados
favorecen la sintesis de pectinasas, particularmente la endo y una baja
concentracion de oligémeros de las sustancias pécticas favorecen la produccién
de actividades de tipo exo; es por ello que se continud con el planteamiento

descnito anteriormente.

Finalmente, se realizé la propuesta para obtener mezclas de oligomeros por via
microbiolégica. Asi entonces, se utilizaron como unica fuente de carbono los
filtrados de células que previamente se obtuvieron de 3 diferentes cultivos de
Aspergillus sp FP180 en pectina. Cada uno éstos fué hidrolizadas “in vivo”
durante 8, 12 o 24 h (M8, M12, M24 respectivamente). Los filtrados libres de
células fueron usados como fuente de carbono, reformulindolos en medio

minimo, a una misma concentracion de grupos reductores y a las mismas
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condiciones menctonadas en todas las fermentaciones.

El crecimiento de Aspergillus sp FP180 en los ensayos de inducciéon no mostré

practicamente cambio alguno con respecto a la pectina como control.

Las actividades especificas exo y endo cuando se utilizdé cada uno de estos
filtrados (M8, M12 y M24) no representaron variaciones significativas en la

estimulacién de cualquiera de las activ.dades, si se comparan con el control.

Hay que recordar que el tiempo en que el microorganismo acumuld Erupos
reductores fué un lapso muy corto, entre las primeras 18 y 24 h, para ser
consumidos posteriormente; muy probablemente la produccion de oligdmeros,
por esta via, fué¢ hmitada, interviniendo todo ello en el andlisis de resultados

sobre la produccion de pectinasas.

Paralelamente se llevo a cabo la eliminacion de la pectina residual de 'los
filtrados M8, MI12 y M24 comespondiendo a M8P, MI12P y M24P

respectivamente. Estos se probaron en ensayos de induccién.

Con estas mezclas, utilizadas como unica fuente de carbono, aunque es
ligeramente afectado el crecimiento (12%), se present6 actividad pectinolitica
de tipo endo y exo, sin cambios significativos comparandolos con el control.
Estos datos nos reflejan el papel de los productos de hidrélisis metoxilados
como probables inductores de pectinasas de tipo endo.

De acuerdo a lo antenior, fué claro que este microorganismo responde ante. las
diferentes condiciones del sustrato inicial, asi como su concentracion y tipo y
grado de polimerizacion.

Existio un efecto muy marcado de la concentracion de grupos reductores y

productos no metoxilados sobre la produccién de exopectinasas extracelulares.
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Obervamos que existio sensibilidad al pH del medio en la produccion de
endopectinasas, todo indica que los productos metoxilados juegan un
impottante papel sobre la produccién de las endopectinasas.

Lo mismo ocurre con las conidias no germinadas, sobre los productos proba-dos
como probables mductores al inicio de nuestros ensayos de induccion, sin por
lo pronto definir los nuevos productos que afectaron en el analisis de
resultados.

Este panorama general nos llevd a buscar mas informacién sobre el
comportarmiento de Aspergillus sp FP180 en un sistema menos complejo y

completar nuestros hallazgos sbbre la produccion de actividades pectinoliticas.
UTILIZACION DE MICELIO COMO OTRO SISTEMA DE INDUCCION

Debido a fa presencia de actividad pectinolitica de tipo exo en las conidias,

utilizamos el micelio como otra alternativa de induccidn.

Se selecciond la fase exponencial entre otras fases de crecimiento analizadas, al
término de 15 h de cultivo se presentaron una mayor produccién de actividad

pectinolitica.

Se miciaron los expenmentos de induccion, precreciendo Aspergillus sp FP180
en glucosa durante 15 h a las mismas condiciones descritas en material y
métodos. Al final de este tiempo el micelio se lavo exhaustivamente y las
células fueron transferidas a medio basal, con los substratos que se estudiarian

como probables inductores de pectinasas.

Se analizé ¢l efecto de 2 concentraciones diferentes (0.5 y 1%, concentracion

final) de pectina, APG y de AG, en la produccién de actividad pectinolitica.
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(Fig. 13 y 14).

Cabe indicar que también se realizaron ensayos sin fuente de carbono, de
nitrogeno o en ausencia de ambos, con o sin cicloheximida. En ningun caso se
detectd actividad pectinolitica. Asi mismo se hizo el control con pectina mas
cicloheximida, como fuente de carbono, sin detectarse actividad alguna. Esto
confirmna que efectivamente no hubo acumulacién de actividad en el
crecimiento previo en ghicosa, de manera que la actividad obtenida en estos

experimentos se podria considerar como sintesis “de novo”.

Cuando los sustratos estuvieron a una concemtracion inicial de 1%, el
crecimiento de Aspergilfus sp FP180 a las 48 h fué similar con el AG o con el

APG utilizados como tnica fuente de carbono (Fig 13A).

El AG se consumié un 50% mientras que con el APG se acumularon grupos
reductores a las 24 h para ser consumidos casi totalmente a las 48 h de cultivo

(Fig. 13B).

El micelio no inducido, cultivado en APG mostré un adelanto en la
acumulacion de grupos reductores, pués a las 24 h se acumularon 4 mg/ml que
se consumen rapidamente. En este tiempo se produce la maxima actividad
exopectinolitica y a partir de ese momento se obtuvo una ligera produccion de
actividad endo (0.1 U/mg PS) comparada con 1.3 U/mg PS obtenida para

pectina como sustrato al mismo tiempo (Fig. 13).

Cuando ¢l AG se encontré como unica fuente de carbono, no se registro
actividad exo mi actividad endo, sugiriendo también, que existe represion de

estas actividades a concentracion de 1%.
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CRECIMIENTO (mgPS/mi)
GRUPOS REDUCTORES (mg/m)

ACTIVIDAD EXQ ESPECIFICA (UimgPS)

ACTIVIDAD ENDO ESPECIFICA { U/mgP8)

TIEMPO DE FERMENTACION DESPUES
DE LA TRANSFERENCIA (horas)

Fip 13. Fermentacion de Aspergilius sp FP180 sobre AG, APG y pectina
(concentracion final de 1%), después de precrecer el micelio en |
glucosa A}Peso seco B)Grupos reductores C)Actividad exo especifica

D) Actividad endo esp. Pectina (@), APG (M), AG (A), Pectina més
cicloheximida (concentracion final 125 ug/ml) (O}
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Cuando se utiliza pectina como unica fuente de carbono, la produccion de
actividad endo llegé aproximadamente a 13 U/mgPS a las 48 h,
aproximadamente 3 veces mas que cuando se utilizaron conidias en la

fermentacion.

Es necesano destacar que la actividad endo cuando el APG es el sustrato
utilizade como inductor, fue muy baja en comparacién con la producida con la
pectina, siendo de un 8% aproximadamente del valor de la actividad endo de la

pectina (Fig. 13 D).

Utilizando AG a concentracion de 1% como posible inductor de pectinasas, se
observo que, al igual que en el sistema de induccion con esporas, la actividad
pectinolitica en micelio es reprimida por alta concentracién. Sin embargo, en
este sistema hubo consumo de 50% de AG con un crecimiento a las 48 h de
aproximadamente de 2.5 mg/ml, el cual fué mayor al presentado en ¢l sistema

de mmduccién anterior (Fig. 13).

Al probar a la pectina, APG 0 AG a una concentracion de 0.5%, como tnica
fuente de carbono, el crecimiento fué similar en los 3 sustratos utilizados,
llegando todos ellos a 2 mg/ml de peso seco a las 48 h (Fig. 14A), el cual fue

menor al obtenido con una concentracién de 1%.

La actividad endo no se produce en ninguna de las dos concentraciones, sin
embargo, la actividad exo si se produce cuando el AG esta a una concentracién
final de 0.5% con un valor de 0.99 U/mg PS, el cual es comparativamente

menor que el producido sobre pectina o0 APG (Fig. 14C).
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Por otro lado, no hubo acumulacién de productos de hidrélisis en APG m
pectina cuando cualquiera de ellos estuvo a una concentracién de 0.5% (Fig.
14B).

La produccién de actividad endo inducida por el APG fue muy pequefia en
comparacion con la producida en pectina, asi mismo, en los zimogramas
realizados se observé una zona clara de actividad en el rango 45-50 kDa en el
carril que contenia el filtrado obtenido cuando estaba presente et APG como
sustrato (Fig. 17 carril d), que refleja la presencia de endopoligalacturonasas

inducidas por este sustrato.

EFECTO DE AZUCARES SIMPLES Y GLICEROL EN LA PRODUCCION
DE ENZIMAS PECTINOLITICAS.

Para integrar un poco mdas estos resultados, se evalué el efecto de los siguientes
azicares: galactosa, arabinosa, ramnosa, glucosa y glicerol (0.5%
concentraciéon finat) en el cultivo del micelio de Aspergillus sp FP180. Se
analizaron los filtrados libres de células de cada 24 h en donde la cinética de

crecimiento se muestra en la Fig. 15.

El crecimiento celular fue similar en todos los azicares, con excepcion de la
glicosa, donde muestré un aumento del doble con respecto a los demas, y
mayor en un 50% al obtenido con la pectina, tomada como control. Sin
embargo, no se registrd actividad ni exo ni endo. Asi mismo, en los
zimogramas realizados no hubo zonas claras que indicaran produccién de
alguna de estas actividades. Por otra parte, en los geles de proteinas se
observaron algunas bandas, pero no en el rango de 42-54 kDa, masa molecular

en donde se encuentran algunas pectinasas. (Fig. 17).
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CRECIMIENTO (mgPS/ml)

GRUPOS REDUCTORES {mg/mf)

4
0 24 48 0 24 48

TIEMPO DE FERMENTACION (horas)

Fig 15. Efecto de diferentes azucares simples y glicero sobre el

crecimiento de Aspergillus sp FP180. A) Crecimiento B) Grupos reductores.

Ramnhosa (@), arabincsa (M), galactosa (A), glucosa (¥),
glicerol (¢}, pectina (O}.
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Paralelamente se analiz6 el efecto de combinaciones de AG, APG o pectina
con o sin ramnosa, adicionada en el tiempo inicial. En la figura 16A
observamos que la ramnosa afecté ligeramente el crecimiento del
micoorganismo cuando este aziicar se encuentra con AG, mientras que con la
ramnosa combinada con pectina se reduce un 50% el crecimiento del
microorganismo. No se detecté acumulacion de productos de hidrélisis de los
polisacaridos probados, pero si un consumo de los mondmeros utilizados. La
actividad de tipo exo, tanto en APG como ¢l AG presentd una reduccion de
actividad cuando estuvo presente la ramnosa (Fig. 16C), 6 cuando se adiciond
ramnosa a la pectina (Fig. 16 D)_

En é] caso de la produccién de actividad endo, se observé que la ramnosa
reduce ligeramente esta actividad cuando se agrega a la pectina en el tiempo
micial del ensayo (Fig. 16D). Asi mismo, la actividad de tipo endo “fue
reprimida cuando se adicion6 ramnosa al APG, como lo muestra la fig. 16D.
Tampoco hube estimulacion de actividad endo cuando se encuentré AG sélo o

combinado con ramnosa.

PERFILES §LECTROFORE TICOS DE LAS ENZIMAS
PECTINOLITICAS PRODUCIDAS POR Aspergillus sp FP180.

La electroforesis desnaturalizante realizada de los filtrados libres de células,
obtenidas cuando el microorganismo fué cultivado en presencia de la pectina
como fuente de carbono, revelan unas bandas, en un rango de
aproximadamente 45-66 kDa que en el correspondiente zimograma mostraron
una zona clara de hidrolisis que representan por io menos 3 tipos diferentes de

enzimas con actividad pectinolitica (Fig. 17 lineas 1 y a). Mientras que en
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Fig 16. Efecto de la combinacién de ramnosa con pectina, AG o APG
en cultivos de Aspergiflus sp FP 180,

A) crecimiento B) grupos reductores C) actividag exo especifica
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presencia de pectina mas ramnosa {(P/R) se presenté una reduccion en la
intensidad de bandas proteicas. En el zimograma correspondiente, la zona de
hidrélisis también se redujo (Fig. 17 linea 2 y b) sugiriendo una represion por
carbono. Esto da lugar a una zona de hidrélisis que corresponde a una banda
que migré en una masa molecular de aproximadamente 48 kDa, mientras que
las de masa molecular de alrededor de 66 kDa se reprimen por ramnosa. Esto
indicé que la pectina induce varias pectinasas, de las cuales, las de masa

molecular de alrededor.de 66 kDa son reprimidas por ramnosa.

Con el filirado libre de células obtenidas cuando el microorganisme -fue
cultivado en presencia de APG, se observé una gama mas amplia de bandas de
proteinas en el rango de 40-66 kDa, mientras que en el zimograma aparecio una
zona tenue de hidrolisis que corresponde a una masa molecular de
aproximadamente 48 kDa (linea 4 y d). Igualmente se observé una reduccion
de bandas de proteinas cuando el filtrado tenia la combinacién de APG/R y en
el zimograma correspondiente no aparecié ninguna zona clara de hidrélisis
(Fig. 17 hinea 5).

Con la muestra del filrado que contenia AG como tmica fuente de carbono se
observo un perfil proteico similar al mostrado con APG pero las bandas fueron
mas tenues, También en el zimograma aparecio una leve zona de hidrolisis
similar al obtenido con APG como sustrato. (Fig. 17 linea 6 y ¢).

Asi mismo hubo una reducctén de bandas de proteinas cuando se encuentra la
combinacion de AG/R (linea 7).

En los patrones electroforéticos de las proteinas extracelulares obtenidas de
cultivos del microorganismo con ramnosa, arabinosa o galactosa como fuente

de carbono, el nuimero de bandas proteicas detectadas en el gel de
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Fig 17 (A) Electroforesis desnaturalizante y (B) actividad pectinolitica “/zt sifu” sobre
pectina de filtrados de micelio no inducido de Aspergilfus sp FP 180, crecidos con
diferentes fuentes de carbono. Linea O marcadores de peso molecular; linea 1 y a, pectina;
lineas 2 y b; pectina mds ramnosa; linea 3, ramnosa, lineas 4 y ¢, dcido poligalacturdnico;
linea 5, dcido poligalacturénico més ramnosa, linea 6 y d acido galacturdnico; linea 7,
dcido galacturénico mas ramnosa; linea 8 arabinosa, linea 9, galactosa.
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poliacrilamida fue reducido en comparacién con las obtenidas de los
polisacéaridos o el AG, mientras que en el zimograma correspondiente, no se
encontré ninguna zona de hidrolisis que representen actividad pectinolitica (Fig.
17 lineas 3, 8, 9).

EFECTO DE DERIVADOS METOXILADOS DEL AG EN LA
PRODUCCION DE ENZIMAS PECTINOLITICAS.

En virtud de que algunos resultados apuntan a que los grupos metoxilo de los
oligbmeros pécticos juegan un papel importante en la actividad
endopectinolitica, se consideré importante probar icido metilgalacturénico.
Como éste no se vende comercialmente, fue necesario llevar a cabo su sintesis
quimica para producir 7 derivados metoxilados del AG, los cuales se tomaron

como unica fuente de carbono para ensayos de induccion.

Todos ellos se analizaron previamente en cromatografia en capa fina,
mostrando un corrimiento mayor con respecto al AG, sugiriendo un cam‘bio
quimico, ademas de que a los derivados 2, S y 7 se les realizé resonancia
nuclear magnética (RNM) y/o infrarrojo, cuyos diagramas representan mas de
un producto, entre ellos algunos isdmeros y probables lactonas. (Anexo A). En
el espectro del infrarrojo del andlogo 1, se observé un pico el cual podria“ser

equivalente a grupos metoxilo en el carbono 6 (1743.8 cm™).

Se utilizaron cada uno de estos denvados como finica fuente de carbono (Fig.
18) en cultivos de micelio no inducido de Aspergillus sp FP180. El crecimiento
es reducido aproximadamente un 50 a 60% con respecto al control, excepto ¢l

derivado 6 el cual fuc imposible medir por peso seco por las caracteristicas
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Fig 18. Efecto de diferentes derivados del AG sobre ia produccion de
actividades pectinoliticas en Aspergilius sp FP180.

A) Peso seco B) Actividad exo especifica, C)Actividad endo especlfica,
AG (@) Derivado 1{ W) Derivado 2 (A) Derivado 3 (¥ )Derivado 4 (O)
Derivado 5 Q) Derivado 6 { & } Derivado 7 (%7)
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En los dertvados 1-6 no se cuantificaron grupos reductores, ya que
posiblemente la metilacion se efectud en ¢l carbono anomérico del AG o a que
exista otra conformacién quimica de estos derivados. Mientras que con el
diagrama de RMN-C del denivado 2 no presenta alguna sefial que sugiera un
grapo anomérico, sin poder precisar realmente el cambio quimico producido
bajo las condiciones de reaccion realizados.

Con el derivado 7 los grupos reductores iniciales fueron casi 3 mg/ml y este
valor casi no varié en el transcurso de la fermentacién, a pesar de que se
observé mayor crecimiento, comparandolo con los otros derivados. (Fig. 18B).
Con el derivado 6 como fuente de carbono la actividad exo fue
aproximadamente 0.2 U/mgPs5, mientras que las actividades de los derivados 1,
3 y 4, tomando el 100% 2 Ia actividad del control, alcanzaron un 55, 89 y 75%
respectivamente del control; en tanto, los derivados 2, 5 y 7 presentaron una
actividad exo de 119, 325 y 155% respectivamente del control (Fig. 18B).

La actividad endo solo se indujo cuando el derivado 5 estuvo presente en el
medio como unica fuente de carbono, alcanzando su maximo valor a las 4‘5 h
siéndo este un 25% del registrado con pectina, en ese mismo tiempo de
fermentacion (Fig. 18C).

En la electroforesis desnaturalizante (Fig. 19) se pudo apreciar que los
denivados, principalmente el num. 5, presentaron una banda en el rango de
aproximadamente 50 kDa, correspondiendo quizas a la produccion de actividad
endo.

Por otro lado, las cromatografias en capa fina, confirmaron la existencia de
productos monoméricos metoxitados, no con el grado de purificacion y
caracterizacion deseada, pero que proporcionan alguna respuesta a -los

objetivos planteados.
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Fig. 19. Electroforesis desnaturalizante de filtrados enzimaticos de
micelio no inducido de Aspergillus sp FP180, crecido con diferentes
denivados de acido galacturénico como Gnica fuente de carbono por

45h a 37°C. Linea 1-6, filtrados de cada uno de los 6 derivados
metoxitados del acido galacturdnico.




Se puede especular que los derivados metoxilados, y aiin, el mismo enlace

glicosidico, sean responsables de respuestas diferentes por parte del

microorganismo, al sustrato probado como inductor de enzimas pectinoliticas.
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DISCUSION GENERAL.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo, se encontrd que el AG y los
oligémeros productos de la hidrdlisis del APG indujeron exopectinasas.

La concentracién de estos substratos influyé en Ja actividad exo, ya que a una
concentracién de 0.5% o menor del AG, es inducida la siatesis de enzimas de
tipo exo, mientras que a concentraciones mayores de 0.5%, estas enzimas
fueron reprimidas. Estos resultados fueron consistentes tanto en micelio como
en ensayos a partr de conidias, dando evidencias de la induccién de
exopoligalacturonasas por AG u oligdbmeros desmetoxilados a bﬁjas
concentraciones.

La induccién de endopectinasas, por el contrario, parecieran ser favorecida por
los oligdmeros metoxilados y por el AG metoxilado, obtenido quimicamente en
nuestro laboratorio. Por otro lado, se ha reportado que hay relacion dirécta
entre el grado de metoxitaciéon de la pectina y una mayor produccién de
enzimas de tipo endo, lo cual apoyaria nuestra hipétesis del papel que juega el
grupo metoxilo en la imduccion de endopectinasa, la cual presentd una masa
molecular aproximada de 48 kDa medida por electroforesis

Por otro lado, encontramos que el pH tuvo un efecto sobre la produccion de
pectinasas, siendo la endopectinasa la mas afectada.

Es posible que la actividad responsable de la degradacién inicial de la pectina
sea una actividad preformada, que probablemente esté presente en las conidias
y en micelio inducido que podria ser rtesponsable de proporcionar los
inductores necesarios para la produccidon de las actividades pectinoliticas

extracelulares en Aspergillus sp FP180.

Se observd que la ramnosa, azicar constituyente de la pectina, reprimi6 la
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sintesis de pectinasas entre 50 y 70 kDa, como lo muestra la figura 17, ya que
con la mezcla de ramnosa mas el inductor, la actividad pectinolitica fue menor
que cuando se encoatrd solo el inductor. En los geles de poliacrilamida se
observo una disminucion de bandas proteicas cuando se encuentra la mezcla de

ramnosa con el inductor en los cultivos de Aspergillus sp FP180.

La produccién de actividad pectinolitica no fue inducida por los otros azicares
constituyentes de la pectina, nt por glucosa o glicerol, que fueron evaluados en
ensayos de induccién con micelio, por lo que se concluye que no hay
pectinasas constitutivas en Aspergillus sp FP180.

La produccién de endo y exopectinasa por este microorgamismo depende de un
balance estrechamente relacionado de la concentracién, el grado de

polimerizacién y el nivel de metoxilacion del sustrato mductor.

En relaciéon con los 7 derivados metoxilados obtenidos en nuestro laboratorio,
el derivado 5 utilizado como fuente de carbono en cultivos de Aspergillus sp
FP180 induce tanto la exo como la endo. De acuerdo a los resultados del
diagrama de RMN-C se puede suponer que representa una mezcla de varios
isomeros, entre ellos algin compuesto con un grupo metoxilado. Al observarse
una banda con una masa molecular entre 43-48 kDa en el patrén electroforético
de los derivados metoxilados, se podria suponer que cormesponde

probablemente a la actividad endopectinolitica. (Fig. 19).
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CONCLUSIONES

El AG y oligémeros no metoxilados indujeron enzimas exopoligalacturonasas.

Esta induccion fue sensible a la concentracién de AG. Una concentraciéon de
menos de 0.5% estimulé la secrecion de exopoligalacturonasas, mientras que

una concentracion mayor de €.5% son reprimidas.

No se encontraron enzimas constitutivas en Aspergillus sp FP180, dado que

aziicares probados como fuentes de carbono no resultaron en actividad alguna.

Existié un efecto negativo del pH alcalino del medio sobre la produccion de
pectinasas extracelulares en este microorganismo, siendo la mas perjudicada la

actividad de tipo endo.

La produccién de actividad pectinolitica endo fue favorecida por los sustratos
pécticos metoxilados. La produccion de pectinasas de tipo exo, parece estar

relacionada a la presencia de productos no metoxilados.

Los azicares simples como la arabinosa, galactosa y ramnosa no indujeron

enzimas pectinoliticas.
La ramnosa reprimié enzimas pectinoliticas de una masa molecular mayox de

50 kDa.

Los sistemas de induccién utilizados, tanto esporas como micelio, nos dieron
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una respuesta igualmente satisfactoria relacionada con el papel inductor. de
sustratos metoxilados sobre las endopectinas y da induccion de
exopoligalacturonasas por AG u oligémeros desmetoxilados a bajas
concentraciones. Ademas se observd un efecto represor de la ramnosa. Existio
una clara diferencia en el sistema de induccion a partir de esporas, donde
ocurrid una modificacion del sustrato durante las prnimeras 24 horas con

respecto al sistema de induccion a partir de esporas.
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