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SECRECION DE PECTINASAS EXTRACELULARES DE
Aspergillus MGM-180 EN CONDICIONES DE ESTRES POR
pH.

I.- INTRODUCCION

Las enzimas pectinoliticas son un grupo de enzimas ampliamente distribuidas en
la naturaleza que se caracterizan por su capacidad para degradar pectina y sustancias
relacionadas. Estas enzimas juegan un papel importante en la naturaleza, ya que la
degradacién de la pectina estd relacionada al desarrollo de muchos procesos bioldgicos
en las plantas, entre las cuales se encuentran; su crecimiento, la elongacidn celular, la
maduracién de las frutas y la absicion de las hojas. Ademas de que podemos
encontrarlas en las plantas, las enzimas pecticas también son producidas por bacterias,
hongos, levaduras y algunos insectos, nemitodos y protozoarios. La degradacion de la
pectina de las plantas estd estrechamente ligada con la patogénesis, la simbiosis y la
descomposicion de frutas, vegetales y residuos de plantas.

En la industria, las pectinasas se utilizan para el procesamiento de frutas y
vegetales, en la despectinizacién y clarificacién de jugos, y para aumentar los
rendimientos de extraccion, reducir el tiempo de filtracién y la extraccién de aceites
esenciales. Dada la naturaleza inducible de estas enzimas para su produccion es
necesario la adicion de pectina o bien, materiales que la contengan tales como cascara
de algunos citricos, bagazo de manzana, pulpa de remolacha y de henequén, entre otros.
Actualmente la produccion industrial de pectinasas se lleva a cabo mediante procesos de
fermentacién sumergida y/o semisolida a partir de materiales ricos en pectina usados
como sustrato y, suplementados con glucosa, fructuosa, sacarosa, maltosa, almidén,
cereales molidos o bien, algunos derivados intermedios de la pectina como icido
galacturdnico y acido poligalacturdnico, utilizando hongos principalmente del género
Aspergillus (4).




ENZIMAS PECTINOLITICAS

Las enzimas pectinoliticas son un grupo de enzimas ampliamente distribuido en
la naturaleza; se caracterizan por su capacidad de degradar pectina y sustancias
relacionadas como el acido poligalacturénico (59). Las pectinasas juegan un papel
importante en la naturaleza, ya que la degradacién de la pectina se encuentra asociada
estrechamente al desarrollo de muchos procesos bioldgicos en las plantas, entre los que
se encuentran: €l crecimiento de las plantas, la elongacién celular, la maduracion de
frutos y, la absicion de las hojas (58).

Algunos subproductos agricelas contienen grandes cantidades de pectina, por lo
que el potencial de ser utilizados en la produccidén de enzimas pectinoliticas
extracelulares y biomasa microbiana, de acuerdo a investigaciones realizadas durante
los ultimos afios es muy grande (1,2). Esto se hace actualmente con la pulpa de
remolacha y de manzana. Asi mismo estos productos se usan para la extraccion de
pectina contenida en ellos.

Una de las principales causas de la opalescencia en jugos de frutas y vinos se
debe a la presencia de sustancias pecticas y particularmente de pectina, que se encuentra
localizada en las paredes celulares vegetales, y son liberadas cuando la fruta es
exprimida, por lo cual durante la produccién de jugos, extractos o concentrados de
frutas, es conveniente la adicion de enzimas pécticas, con el fin de acelerar las
operaciones de maceracion y solubilizacion de la fruta, asi como para incrementar los
rendimientos de extraccion y reducir el tiempo del proceso (17).

Actualmente el uso de enzimas pectinoliticas en el procesamiento de frutas, esta
muy difundido, sobre todo en la industria de los jugos ya que la pectina inscluble
aumenta la viscosidad y altera la estabilidad y color (3,4). Las propiedades coloidales de
la pectina impiden la sedimentacidn de particulas en el jugo. En presencia de enzimas
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pécticas las moléculas de pectina son hidrolizadas y los productos formados no retienen
las propiedades coloidales de 1a pectina, lo que facilita la rapida sedimentacién de las
particulas responsables de la opalescencia que pueden ser facilmente separadas por
centrifugacién, decantacion o filtracién (3,5). Hay casos en los que la opalescencia en
los jugos es comercialmente deseable, tal es el caso de los jugos y puré de tomate por lo
que es importante, en estos procesos, el precalentamiento de los jugos para destruir o
desnaturalizar las pectinasas naturalmente presentes, de esta manera se garantizan la
opalescencia del jugo.

Las enzimas pécticas las podemos encontrar en frutas y vegetales, asi como en
bacterias, hongos y levaduras, capaces de degradar sustancias pécticas de diversos
origenes (Tabla 1).

TABLA |.Principales Fuentes Naturales de Pectinasas

Tipo de enzimas pécticas
Organismo PE PG PGL PMG PMGL OG OGL

Plantas superiores:

Citricos +

Licopersicum esculentum + +

Malus silvestris + +

Hongos:

Aspergillus niger + + + + +
Penicillium digitarum + + +
Fusarium solani + +
Levaduras:

Khiveromices +

Bacterias:

Bacillus sp. + +
Erwinia aroideae + + + +
Pseudomanus

marginalis + + +

PE, Pectinesterasas: PG, Poligalacturonasas; PGL, Poligalacturonato-liasa; PMG, Polimetilgalacturonasa;
PMGL, Polimetilgalacturonato-liasa; OG, Oligogalacturonasas; OGL, Oligogalacturonate-liasa.
Adaptado de Fogarty y Kelly (1976) y Pilnik y Rombouts (1979).




Los hongos producen preferentemente poligalacturonasas y pectinesterasas,
siendo las primeras las que tienen la mayor importancia desde el punto de vista
industrial, lo que ha favorecido la utilizacién de hongos para la obtencién industrial de
estas enzimas (6,7).

Muchas, pero no todas las pectinasas extracelulares son sintetizadas en respuesta
a la presencia de inductores (8-11), los cuales son generalmente insolubles ¢ por lo
menos incapaces de ser transportados al interior de la membrana celular por lo que no
pueden ser los inductores directos, solo que la induccién se realice en la periferia
externa de la célula. Probablemente, los inductores directos son productos intermedios
de la degradacién de los primeros, para citar un ejemplo, para la pectinasa de Erwinia
caratovora, el 4cido galacturdnico (8).

Debido a la naturaleza inducible de la mayoria de las enzimas pectinoliticas su
produccion esta estrechamente ligada al sustrato utilizado como inductor (16), por lo
que el rendimiento y tipo de enzimas que se obtienen depende fundamentaimente de: a)
El microorganismo utilizado; b) De la eficiencia en el proceso de produccion; ¢} El tipo
de proceso que se utilice (lote continuo o alimentado, fermentacion sumergida o
semisolida}; y d) De la naturaleza y concentracién del sustrato inductor.

Aunque todos los inductores conocidos de las pectinasas son urénidos, productos
derivados de la pectina o del acido poligalacturénico, dependiendo de la concentracién
y tipe de inductor presente, el microorganismo puede producir cierta actividad
pectinolitica preferencialmente sobre otras (8,17,18).




SUBSTANCIAS PECTICAS

Las substancias pécticas son los substratos de las pectinasas. Estan localizadas
en la pared primaria de las células y en la lamina intermedia de los tejidos vegetales,
donde funcionan como cemento intercelular y se encuentran también en algunos
microorganismos (3). Se ha reportado que hay un 35% de sustancias pécticas en la
pared celular de plantas dicotiledoneas (19).

Coax ¢

QH

Figura |, Estructura de pectina, mostrando enlaces alfa | 4, del dcido galacturdnico. X representa H o
CH3 dependiendo del grado de esterificacion.




En algunas ocasiones en estos polisacaridos se encuentran ramificaciones de L-
arabane y #1,4-D-galactano; de ellos también se han aislado y caracterizado los
siguientes azmicares: L-rhamnosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-xilosa y L-fucosa (17).
Sin embargo, la L-rhamnosa es la nica que esta presente en el interior de la cadena,
interrumpiendo secuencias de 10-20 residuos de dcido galacturdnico. La presencia y
concentracion de estos azitcares, asi como el grado de esterificacion dependen de la
fuente vegetal. La unidn de las unidades de acido galacturdnico forma una cadena
lineal, la cual tiende a girar sobre su propio gje (17).

El tipo de aziicares y cantidad de éstos asi como el grado de esterificacion
dependen basicamente del origen de las sustancias pécticas (20,22-25). La pectina se
encuentra en forma insoluble en las plantas y se denomina protopectina, cuya sintesis
ocurre en las etapas tempranas de crecimiento, cuando el drea de la pared celular
aumenta (18). La transformacion de la protopectina en pectina soluble, esta
directamente relacionada con la maduracién y envejecimiento de frutas y vegetales.
Estos fendmenos tienen gran impoertancia economica, ya que la textura de ¢stos estd
influida directamente por el tipo y cantidad de pectina presente (8)




ENZIMAS PECTICAS

Las enzimas que actiian sobre las sustancias pécticas pueden ser divididas en dos
grandes grupos (8,26,27) enzimas despolimerizantes y pectinesterasas, las primeras
pueden clasificarse a su vez en base a los siguientes criterios:

a) si la ruptura de los enlaces alfa- 1,4 se lleva a cabo por hidrélisis o
transeliminacion.

b) de acuerdo al sitio de iniciacidn de la ruptura: aleatoriamente dentro de

la cadena (de tipo endo), o en el extremo de la misma (de tipo exo), y

¢) por el tipo de sustrato sobre el que preferentemente actiian (pectina,

acido péctico u oligoD-galacturonatos).

Actualmente se han encontrado, en diversos organismos poco mas de 15
diferentes actividades pectinoliticas (tabla 2).




Tabla 2.CLASIFICACION DE ENZIMAS PECTICAS

Enzimas Mecanismo de accidn

I.- Pectinasas despolimerizantes
1.-Actian sobre la pectina
a) Polimetilgalacturonasas (PMG)

i) Endo-PMG Hidrélisis
i) Exo-PMG Hidrolisis
b) Polimetilgalacturonato-liasas (PMGL)
i) Endo-PMGL Transeliminacion
ii) Exo-PMGL Transcliminacidn

2.- Actuan sobre &cido péctico
a) Poligalacturonasas (PG)

i) Endo-PG Hidrélisis

ii) Exo-PG-1 Hidrdlisis

iii} Exo-PG-2 Hidrélisis

b) Poligalacturonato-liasas (PGL)

i} Endo-PGL Transeliminacion

it) Exo-PGL Transeliminacién
3.- Actuan sobre oligo-D-galactosiduronatos

a) Oligogalacturonasas {OG) Hidrolisis

b) Oligogalacturonato-liasas (OGL) Transeliminacién
11.- Esterasas

a) Pectinmetilesterasas o pectinesterasas (PE) Hidrotisis

Adapiado de Kilara (4) y Fogarty y Kelly (13)

De todas éstas las de mayor importancia desde €l punto de vista de su aplicacion
en la industrializacién de frutas y vegetales son las enzimas despolimerizantes de tipo
endo (20,24,25,28-32), ya que reducen rapidamente la viscosidad de la pectina presente
en estos materiales, permitiendo aumentar los rendimientos de extraccién y reduciendo
los tiempos de filtracién de los jugos (4). Las despolimerazas rompen los enlaces
glucosidicos alfa-1,4 del sustrato de su preferencia ya sea por hidrolisis actuando para
ello las enzimas del tipo de las hidrolasas o bien por beta-eliminacion enzimas del tipo
de las liasas (8,11,12,31,33), El rompimiento hidrolitico puede inictarse por el extremo
de la cadena del sustrato {enzimas de tipo exo}, rindiendo productos de bajo peso
molecular, principalmente mondmeros ( Fig 2 ).




Protopectina

Protopectinasa

Polimetilgalacturonasa (pectina)

CO0Hy PR oty v oM cancy 4 oM
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Polimetilgalacturcnato Polimetilgalacturonasa
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Figura 2. Modo de accidn de las enzimas pécticas sobre sustrato.
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Si el rompimiento ocutre de manera aleatoria actuando las enzimas de tipo endo,
los productos principales son oligdmeros con menos proporciones de mondémeros y
dimeros, que con las enzimas de tipo exo (3). El ataque enzimético por beta-climinacién
da como resultado la formacién de un doble enlace entre los carbonos 4 v 5 y, al igual
que las enzimas del tipo de las pectinasas hidroliticas puede haber de tipo exo y endo.

Las pectin-liasas (PMGL) polimetilgalacturonato-liasas son producidas por
hengos (8,10,11,12,25,30,34,35) ¥ no han sido encontradas en bacterias ni en plantas
superiores. Las pectato-liasas (endo y exo-PGL) poligalacturonato-liasas son enzimas
tipicamente bacterianas, pocos hongos las producen, y no han side encontradas en
plantas superiores. Las endo y exo poligalacturonasas son producidas por la mayoria de
los hongos, por algunas bacterias y se encuentran con mucha frecuencia en plantas
superiores. Las pectinesterasas las podemos encontrar en plantas, hongos y algunas
bacterias. Por dltimo la exo-PMG (polimetilgalacturonasa y la exo-PGL no han sido
encontradas en la naturaleza (36). Las oligogalacturonasas se han encontrado en algunas
esporas de los géneros Bacillus y Erwinia. Estas enzimas generalmente unidas a la
célula, convierten oligotronidos en mondmeros, atacan al sustrato solo por los extremos
{reductor v no reductor) por lo que son de tipo exo y se¢ han descrito tanto
oligogalacturonato-hidrolasas como oligogalacturonato-liasas (3,17).
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ASPECTOS REGULATORIOS EN LA PRODUCCION DE
PECTINA

de poligalacturonato-liasas (PGL) en forma constitutiva, utilizando para ello
diferentes fuentes de carbono; pero cuando B. subtilis crece en presencia de pectina €l
crecimiento y la produccion de PGL disminuye debido a que el microorganismo no
produce pectinesterasas, responsables de la desmetilacion de la pectina (38). De las
baterias productoras de pectinasas es importante destacar que, el género Erwinia
produce practicamente todas las actividades que se han reportado hasta el momento
(17). En virtud de que las sustancias pécticas son polisacaridos de alto peso molecutar
que dificilmente pueden entrar a la célula, surge la interrogante de como los
microorganismos pueden detectar la presencia de los materiales que llevan a cabo la
induccién enzimatica en el ambiente externo. Se ha sugerido que algunos
microorganismo producen niveles basales de pectinasas constitutivas que degradan el
sustrato polimérico y que los productos de bajo peso molecular de esta reaccion sirven
como inductores y fuentes de energia para promover €l crecimiento e inducir la
produccion de otras pectinasas (41). Para unos microorganismos esto es totalmente
cierto, particularmente en alginas bacterias y un mimero reducido de hongos (8,41,42}.

La produccion de pectinasas en muchos organismos esta limitada por mecanismos que
regulan su sintesis y, por factores ambientales externos como la temperatura y hiimedad.
La mayoria de las enzimas son inducidas por la presencia de pectina y estin sujetas a
represion catabélica por la fuente de carbono (10,13,33,38,39,40).

Las pectinasas son producidas por varios géneros de bacterias que incluyen,
Bacilius, Clostridium, Pseudomonas, Xantomonas y Erwinia (17). Bacillus subiilis es
productor tambien.

La sintesis de endo-poligalacturonatoliasas es constitutiva para Erwinia.
caratovora y E. aroidae, y debido a la velocidad diferencial de sintesis en glucosa,
glicerol y pectato de sodio se ha concluido que esta enzima se encuentra sujeta a
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represion catabolica. E. caratovora, E. chrysanthemi y E. aroidae secretan una parte de
la poligalacturonatoliasa que producen al medio de cultivo, y otra parte permanece
asociada a la célula (8,39,43). Asi mismo, se ha descrito que la sintesis de
endopotigalacturonatoliasa extracelular de Aeromonas liquefaciens es constitutiva y
sensible a represion catabélica (39).

En hongos los fendmenos regulatorios en general asociados a la produccion de
pectinasas han side menos estudiados que en baterias (10,11,23,32,35,46), a pesar de la
gran importancia que esta informacion representa a nivel industrial. Sin embargo, se
sabe que la sintesis de pectinasas en hongos de los géneros Aspergillus, Fusarium y
Verticillium es, en general, inducida por sustancias que contienen pectina (18,21,27,47)
Y que estan sujetas a represion catabdlica como se ha descrito para Aspergillus niger
(39) y Pyrenochaeta terrestris (48). P. terrestris produce pequefias cantidades de endo-
poligatacturonasas de forma constitutiva (48). Asi mismo, en A. saitoi (33) y Bowrytis
cinerea (41,42) se ha reportado la produccidn constitutiva de poligalacturenasas. Sobre
la regulacion de 1a sintesis de estas enzimas se ha reportado que la poligalacturonasa de
A. niger estd sujeta a represién catabdlica por glucosa a nivel de transcripcidn y
traduccion (27,38).

Igualmente, se sabe que la sintesis de endopoligalacturonasas de Pyrenochaeta
terrestris es reprimida por la adicidn de glucosa u otras hexosas a concentraciones de
0.05 M, pero es estimulada a concentraciones 0.005 M cuando el microorganismo crece
en medios que contienen pectina (49). De la mayoria de los hongos, se desconoce cual
es el inductor directo de la sintesis de pectinasas pero, se ha encontrado que, el acido
poligalacturdnico induce la sintesis de endo-pectin-liasas en Verticillium alboatrium (3),
y que el D-galactate o acido musico, parece ser el dnico compuesto estimulador de la
sintesis de pectinesterasas y poligalacturonasas en Penicillium chrysogenum (33).

Actualmente, no se sabe con precisién cual es el inductor directo de la actividad
pectinolitica en hongos, de entre los diferentes compuestos producidos durante la
degradacion de las sustancias pécticas (21} Por otro lado, se ha observado en Fusarium
roseum la presencia de un fendmeno de induccion diferencial relacionado con el pH (9).
Se ha descrito que a pH de 3.5 en medios que contienen pectina como fuente de
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carbono, se inducen la endo-poligalacturonasa y pectinesterasa. Esto no ocurre a pH de
6.5 (48).

En la actualidad, la produccién de enzimas pécticas se lleva a cabo usando
sistemas de fermentacion del tipo semis6lido (31,49) o sumergido (15,45,46,49,50) en
medios de composicién compleja y usualmente indefinida usando sustratos como
glucosa, maltosa, almidones y cereales (10,11,30,35,40,53,), entre muchos, adicionando
materiales que contengan pectina. Para ello generalmente se usan desperdicios del
procesamiento de las frutas como pueden ser bagazos de manzana, naranja, limén y
otros como el bagazo de cafia (15,20,28,34). Las preparaciones comerciales de
pectinasas se encuentran formadas por poligalacturonasas y pectinesterasas obtenidas de
hongos como Aspergilius y Penicillium (32,34,45,46,55).

El interés del presente trabajo es conocer més acerca de la produccion de
pectinasas extracelulares en condiciones extrernas de pH 2.5, utilizando para ello la cepa
Aspergillus MGM-180, cepa pectinolitica aislada de fuentes naturales. Se ha demostrado
que la cepa MGM-180 puede ser utilizada adecuadamente para la produccion de éstas
enzimas (58). Esta cepa se selecciond por su gran capacidad para producir pectinasas.

De lugares donde se generan subproductos agroindustriales, se han aislado cepas
pectinoliticas de importancia en la produccidén de pectinasas y biomasa microbiana. De
esta forma se obtienen cepas que a través del tiempo ha sufrido adaptaciones biologicas
que les han ayudado a crecer en condiciones adversas y a utilizar los productos o
subproductos como nutrientes bésicos. La cepa de Aspergilius MGM-180 aislada en el
laboratorio es un hongo blanco del género Aspergillus, crece a 37°C y, puede utilizar
pectina como tinica fuente de carbone (58).

Se ha encontrado que la produccién de pectinasas por Aspergilius sp. es
afectada por la concentracién de los productos de degradacion que se acumulan en el
medio durante las primeras horas de fermentacion. De esta forma, si los productos se
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encuentran en una concentracion elevada, la produccion de enzimas es reprimida, io
que indica que estas enzimas estan sujetas a represion catabélica por la fuente de

carbono. También produce actividad de liasa, esto nos da una idea de que este
organismo posee un amplio sistema pectinolitico.
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I1.-OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fué caracterizar la secrecién de pectinasas
extracelulares de Aspergilius MGM-180 a pH muy acido; comparar la secrecion de
pectinasas a pH inicial de 3 y 2.5; determinar el efecto de diferentes fuentes de carbono
como: glucosa, fructuosa, sacarosa, ac. galaturénico y ac. poligalacturdnico en la
secrecidn de pectinasas extracelulares; determinar el efecto de sales de potasio del
medio sobre el crecimiento y produccién de pectinasas extracelulares. Asi mismo,
determinar si las pectinasas extracelulres secretadas son constitutivas.
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1I1.- MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMO

Hongo de color blanco del género Aspergillus; fue aislado a partir de desechos
orgénicos; propagado y conservado en tubos con medio inclinado de papa dextrosa agar
(PDA) durante 72 hrs. a temperatura de 37°C. Después las esporas fueron cosechadas e
inoculadas a una concentracién de 1 x 10 ° esporas por ml de medio basal (59);
suplementado con pectina citrica al 1%.

MEDIOS DE CULTIVO

El medio basal esta constituido por K;HPO, y KH,PO, etc. grado reactivo (J T
Baker Analyzed, México) a una concentracidon final de 0.2% (59); al medio se le
adiciona la fuente de carbono deseada.

Se usan diferentes concentraciones de pectina citrica con 60% de esterificacidon
(0.5%, 1.0%, 1.5% y 2.0%); por otro lado se probaron algunos azicares como glucesa,
fructuosa, sacarosa, acido galacturénico y acido poligalacturénico preparados a una
concentracién final de 1%.

Los reactivos tales como glucosa, fructuosa y sacarosa son grado reactivo (J T Baker
Analyzed, México); acido galacturdnico y écido poligalacturénico grado analitico
(Sigma Chemical, Co. USA).
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En algunos casos, se usan diferentes concentraciones de sales de potasio
(K:HPQy y KM:PO4) como sigue: 0.05%, 0.1%, 0.15%, 0.2%, 0.4% y 0.6%.

El medio fue esterilizado a 121°C y 15 psi de presion durante 20 minutos,
esterilizande por separado la fuente de carbono y el medio basal.

La fermentacién se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer con capacidad de
500m] poniendo 200m! de medio a una temperatura de 37°C con agitacion constante de
100 r.p.m. en una agitadora G-25 (New Brunswick Sci; USA). En todas las pruebas
realizadas el pH inicial {pHi) fue de 2.5

CRECIMIENTO CELULAR

El crecimiento celular fue determinado en miligramos de peso seco de muestras
de cultivo tomadas cada 24 hrs, cada muestra se filtré a través de una membrana
Millipore de 0.5um, la biomasa retenida fue secada en estufa a 70°C hasta obtener un
peso constante.
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AZUCARES REDUCTORES

Los azicares reductores se miden directamente del filtrado libre de células, por
el métode de DNS, (0.lmL de muestra + 0.9 ml de agua + 2 ml de 4acido
dinitrosalicilico (DNS),la cual se pone en ebullicién durante 5 minutos, se afiaden 5ml
de agua destilada v se determina absorbancia a 540 nm (60). Para calcular la
concentracion de azicares reductores se utilizd una curva de calibracién de écido
galacturénico.

ACTIVIDAD EXOPECTINOLITICA

Determinada por la cuantificacion de azucares reductores producidos a partir de
pectina utilizada como sustrato. La mezcla de reaccion contiene 0.5ml de pectina citrica
con 8.6% de metoxilo al 1% a pH 5.0, 0.4ml de buffer acetatos 0.17 M pH 5.0 y 0.1m!
de filtrado enzimatico; la mezcla se incuba a 45 C durante 20 minutos, se agregan 2.0ml
de DNS vy se pone 2 ebullicién durante 5 minutos. Después se lleva a un volumen final
de 8m! con agua destilada. La absorbancia es determinada a 540 nm. Los grupos
reductores se expresan como mg de acido galacturdnico.

Una unidad (U) de actividad exo-pectinolitica es definida como la cantidad de enzima
que cataliza la formacion de una mol (u)de Acido galacturonico en 20 minutos
(U/mgPS).
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ACTIVIDAD ENDOPECTINOLITICA

La actividad se determina por la reduccién de viscosidad de una solucion de
pectina con 8.6% de metoxilo, usando un viscosimetro Canon-Fenske No.200, la mezcla
de reaccion contiene 10ml de solucion de pectina citrica al 1% disuclta en buffer
acetatos 0,17 M pH 4.2 y 0,5ml de filtrado enzimatico. El ensayo se lleva a cabo a 30°C
de temperatura.

Una unidad (U) de actividad endopectinolitica se define como la cantidad de
enzima que reduce en un 50% la viscosidad de la solucion de pectina en 10 minutos
(U/mgP8).

DETERMINACION DE LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS

La determinacién de los preductos de la degradacion de pectina y acido
poligalacturdnico al 1% se realizé mediante la adicion de 5ml de filtrado enzimético
libre de células a 25ml de una solucién de pectina citrica o acido poligalacturénico al
}%. La reaccién se llevo a cabo a 45 C de temperatura con agitacion constante durante
7hrs., tomando muestra cada hora. A cada muestra se adiciond etanol al 70% y se
centrifugé a 3500 r.p.m. durante 5 minutos, se recuperd el sobrenadante, se concentrd y
se determinaron sus contenidos por cromatografia en placa fina.
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PREHIDROLISIS DEL SUBSTRATO

Se hace una prefermentacion del sustrato de pectina al 1% durante 24 hrs. con la
finalidad de obtener fracciones de pectina mas pequefias directamente del filtrado y ver
st hay un cambio en el crecimiento y actividad pectilolitica. Se usa medio de pectina
citrica al 1% como fuente de carbono, se inocula el medio y a las 24 hrs. de
fermentacion el medio se filtra con papel filtro Watman No.t quedando libre de células,
el filtrado se reinocula con células. La fermentacién continua hasta completar un total
de 72 hrs, tomando muestra cada 24 hrs.

Todos los experimentos fueron llevados a cabo por duplicado y los resultados se
expresan como promedio en las figuras.
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

. EFECTO DEL pH INICIAL SOBRE LA PRODUCCION DE
PECTINASAS Y EL CRECIMIENTO CELULAR

Como es sabido, el pH influye en diversos procesos metabélicos, que son
importantes para los procesos fisiologicos celulares. La cepa Aspergillus MGM-180 en
particular, tiene un crecimiento ideal dentro de un rango de pH de 3 a 9, mientras que a
PH menores y/o mayores su desarrollo celular es muy limitado. Sin embargo, produce
pectinasas extracelulares a un pH 4cido de 2.5. Por esta razén se evalud el efecto de pH
inicial (pHi) del medio de cultivo en el desarrollo v produccion de pectinasas
extracelulares utilizando como fuente de carbone pectina citrica, Los diferentes pH's
que se analizaron son pH inicial de 2.5 y pH inicial de 3.0, (Fig 3).

A} B}
5
5
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I 35 T s

¢ 24 48 72 0 24 48 72

tiempo (hrs) tiempo (hrs}

Figura 3. Cambios en el pH durante el crecimiento Aspergillus MGM-180 a
diferentes concentraciones de pectina a pH inicial de 2.5 (A) y de 3 (B). Pectina a 0.5%
(Q) 1.0% (;); 1.5% (&) y 2.0% (x).
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El pH inicial de 3.0 no mostro estabilidad durante la fermentacién pues entre
mas tietnpo transcurre, el pH va en descenso llagando a pH's de 2.7 a 2.8, al finalizar la
fermentacién, Mientras que el pHi 2.5, se mantiene con menos fluctuaciones; al término
de la fermentacion teniendo un pH final que se encuentra entre 2,38 y 2.51.
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Figura 4. Crecimiento celular mostrado para las fermentaciones a pH 3.0 A) y
pH 2.5 B), teniendo concentraciones de pectina citrica de 0.5% (§ )% 1.0% (m); 1.5% (
B}y 2.0% (x).

En la fermentacion a pH de 3 Aspergillus MGM- 180 tuvo un crecimiento celular
méximo a las 72 hrs. con una concentracidn de pectina de 0.5% mientras que a
concentraciones de pectina de 1.0% y 1.5% el crecimiento fué de 50% y 15%
respectivamente. Por otro lado, a pH inicial de 2.5 el mayor crecimiento celular fué
solamente del 45% en relacion al 100% de pH 3. Esto se da a una concentracidn de
pectina del 2% a las 72 hrs, como vemos el crecimiento celular disminuye a medida que
la concentracion de pectina en el medio es menor, (Fig.4). A pH inicial de 2.5 el menor
crecimiento lo tuvimos con pectina al 0.5%.
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Figura.5. Actividad endo y exo pectinolitica extracelular apH de 2.5 (Ay C) y

pH de 3 {B y D) por la cepa MGM-80 crecida en pectina citrica como fuente de

carbono a diferentes concentraciones; 0.5% ($); 1.0% (2); 1.5% (&) y 2.0% (
. Los matraces se incubaron a 37°C con agitacién de 100rpm.

La actividad endo a pH 3 con diferentes concentraciones de pectina tuvo un
comportamiento muy similar durante las 72 hrs. de fermentacion, aunque a las 48 hrs.
con pectina al 0.5% se observé que la actividad es menor en un 25% con respecto a las
demas, (Fig 5A). Esta actividad es 2.5 veces menor que a pH 2.5 en el que la mayor
actividad endo se tiene a una concentracién de pectina de 1.5%. En este pH la actividad
mas baja durante toda la fermentacion fue con pectina al 2.0% siendo mas evidente a las
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48 hrs. de fermentacion, (Fig. 5B)mientras que a pH 3 después de la 48 hrs de
fermentacion la concentracion con mas actividad fue a 2.0%. Como podemnos observar
se tuvo mayor actividad de tipo endo a pH 2.5, a concentraciones de pectina arriba de
1.0%.

En cuanto a la actividad de tipo exo, a pH 3 se tuvo que a medida que se
disminuye la concentracién de pectina hay mas actividad. Como vemos, durante toda la
fermentacién hay una actividad del 100% con pectina al 0.5%. Asi mismo, a pH 2.5
también tuvimos este comportamiento pero la actividad exo file del 33% en relacion al
100% de pH 3, (Fig.5 C y D).

Asi, encontramos que los medios que tuvieron concentraciones pexuefias de
sustrato (pectina al 0.5%) tuvieron mayor actividad. Es importante sefialar que a pH 2.5
hubo una actividad de tipo exo que alcanza el 33% con respecto a pH 3 en condiciones a
las que practicamente no hay crecimiento.

En algunos trabajos reportados (58), se ha visto que a pH inicial arriba de 3.5 la
actividad endo-pectinasa no se presenta.

La mayor secrecién de tipo endo se obtuvo a una concentracién de pectina de
1.5% a pH 2.5 tentendo una secrecion de 2.6 veces mayor en relacién a pH 3; con
pectina al 2.0% la secrecion es de 2 veces mayor. Sin embargo, el crecimiento celular
aumentd a pH 2.5 por lo que al comparar las actividades especificas en cada caso, se
observa que la mayor actividad se tuvo a menor concentracion de fuente de carbono
(0.05%), (Fig 5). Esto indica que la produccion enzimatica es sensible a represién
catabdlica por la fuente de carbono. Lo que ocasiona que la velocidad relativa de
sintesis sea mayor en la menor concentracion de sustrato.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE POTASIO

Las sales minerales tales como el nitrogeno y el potasio, juegan un papel
importante en la produccién enzimatica asi como en el crecimiento de los
microorganismos. Se probaron diferentes concentraciones de sales de potasio (0.05%,
0.1%, 0.15%, 0.2%, 0.4% y 0.6%), para evaluar su efecto sobre la sintesis de pectinasas
extracelulares; el microorganismo crece en medio a pH inicial de 2.5.

El pH no tuvo variacién a medida que transcurre la fermentacién. Por otro lado,
el crecimiento celular se vi6 afectado a diferentes concentraciones de potasio, en las 24
hrs de fermentacidn, a todas las concentraciones de sales de potasio el crecimiento se
encontré entre (.42 y 0.56 mg/ml. Sin embargo, a tiempos mas largos e} mayor
crecimiento se obtuvo a 0.6 % de potasio. A las 48hrs de fermentacién el crecimiento
fue muy variado, el menor crecimiento fue a 0.15% de potasio El crecimiento mas bajo
que se tuvo file a una concentracidn de 0.2% de potasio a las 72 hrs. Este efecto es mas
evidente a las 48 hrs. de crecimiento, (Fig 6).

peso seco {(mg/ml)

0 24 48 72
tiempo {hrs)

Figura 6. Crecimiento de la cepa MGM-180 en medio con pectina citrica
como fuente de carbono y, diferentes concetraciones de sales de potasio 0.05%
Y 01% (£3); 0.15% (A ); 0.2% (X ); 0.4% (%) y 0.6% ( @ ). Los matraces
fueron incubados a 37 C y agitacidn de 100rpm.
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En cuanto a la actividad de tipo exo, observamos que con una concentracién de
potasio de 0.05% hubo mayor actividad durante toda la fermentacién. La secrecion de
actividad a las 48 hrs. para todas las concentraciones de potasio se encontraron entre
13.5 y 17.5 Ufml, {Fig. 7A). Por otro lado, para la actividad de tipo endo la mayor
secrecion durante las 24 hrs. tuvimos a concentracién de potasio de 0.1% vy,
posteriormente la mayor secrecion se obtuvo con una concentracién de 0.05% de
potasio mantenténdose hasta las 72 hrs. de fermentacién, (Fig. 7B). Podemos observar
que la concentracién de potasio en el medio afecté a la actividad exo y endo de diferente
manera, sin embargo, a concentraciones de potasio de 0.05% tuvimos mayor actividad
exo y endo.

z

B)

actividad exo-pectinolitica (U/mL
actividad endo-pectinolitica (U/mL

tiempo (hrs)

Figura 7. Actividad pectinolitica extracelular (A exo y B endo), producida por la
cepa de Aspergillus MGM-180 crecida en un medio de pectina citrica como fuente de
carbono a diferentes concentraciones de sales de potasio; 0.05% (& ); 0.1% ( ), 0.15%
(B);02%(x); 0.4% (94 ) y 0.6% (o).
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La produccién de exo-pectinasas estuvo muy ligada a la concentracién de
potasio particularmente a tiempos cortos en el que el efecto de estos iones es muy
evidente favoreciéndose la produccién de esta actividad a baja concentracion de potasio.
Con tiempos més largos las diferencias fueron menores pero siguen siendo notables. El
efecto del potasio sobre la actividad endo fue menos evidente que para la exo-PG (Fig.
7A v B).

En virtud de las diferencias en crecimiento y actividad de Aspergifius MGM- 180
calculamos la actividad especifica tanto exo como endo, (Fig. 8A y B).
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Figura 8. Actividad especifica {A y B), presentes en los filtrados celulares de
Aspergillus MGM-180 cultivado en medio con pectina citrica como fuente de carbono y
diferentes concentraciones de sales de potasio: 0.05% ({ ); 0.1% (y); 0.15% (& );
0.2% (), 0.4% () ¥y 0.6% (O ).
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Como se muestra en la Fig.8, el comportamiento de la actividad especifica tanto
de tipo exo y endo mostraron el mismo comportamiento con concentraciones de potasio
de 0.05% siendo la concentracion con mayor actividad. Mientras que a concentraciones
arriba de 0.4% la actividad exo y endo fueron las menores.

INFLUENCIA DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO SOBRE
EL CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE PECTINASAS
EXTRACELULARES

Algunas cepas del género Aspergilius son buenas productoras de enzimas
(amilasas, xilanasas, lipasas,celulasas, pectinasas, etc), cuando se usan diferentes
azicares simples como fuentes de carbono. Al agregar uno o varios de estos nutrientes
al medio el organismo los puede asimilar con facilidad. Estas fuentes pueden ser,
glucosa, fructuosa, galactosa, sacarosa, etc. Por lo que se requeria producir pectinasa
para crecer y si produjera se podria decir que son constitutivas.

Con ¢l fin de evaluar si Aspergillus MGM-180 produce pectinasa en forma
constitutiva y tiene un crecimiento celular satisfactorio se utilizaron varias fuentes de
carbono {glucosa, fructuosa, sacarosa, dcido galacturonico (AG) y acido
poligalacturonico (APG), azicares simples facilmente asimilables para el
microorganismo. Todos a una concentracién de 1% para su crecimiento.

En pH inicial de 2.5; al transcurrir la fermentacién no hube variacion
significativa, su crecimiento celular fue muy incipiente (Fig 9). Empleando productos
de la degradacién de pectina como sustrato, 4cido poligalacturonico (APG) y 4cido
galacturonico (AG), el crecimiento fue muy variable , su estimulacién se vid reflejada al
usar APG como fuente de carbono con un crecimiento de 1.9 mg/m! mientas que, al
usar AG apenas es de 0.23mg/m). Aspergillius MGM-180 creci6 poco, sdlo una sexta
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parte con respecto al medio de pectina cuande glucosa, fructuosa o sacarosa son

empleadas como fuentes de carbono, en general son fuentes facilmente asimilables
(Fig. 9)

peso saco {mg/mL)

tiampo {hrs)

Figura 9. Crecimiento celular de Aspergilfus MGM-180 con diferentes fuentes de
carbono tales como: pectina citrica 8.6% de metoxilo (§ }; glucosa (3 ); sacarosa (A );
fructuosa ( X ); dcido galacturénico ( 4 ) y acido poligalacturénico ( @ ). Todas se
encuentran a una concentracion en el medio de 1%.

Por otro lado, los azicares reductores fueron consumidos muy pobremente como
consecuencia del bajo crecimiento (Fig 10), en los medios con glucosa, fructuosa y
acido galacturdnico. No asi, los medios que contienen pectina citrica, sacarosa y APG,
en estos se van acumulando grupos reductores a medida que transcurre la fermentacién.
Al usar fuentes de carbono tales como sacarosa, pectina y APG ¢stas nitimas, para
entrar a la célula se tienen que hidrolizar previamente por lo que los azmicares
producidos por la hidrélisis pueden ser asimilados por €l organismo. Se llevé a cabo una
proceso de hidrdlisis en el que los azicares son generados y, posteriormente fueron
facilmente asimilados por la cepa MGM-180.
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grupos reductores (mg/mi

tiempo {hrs)

Figura 10. Grupos reductores de diferentes fuentes de carbono por Aspergillus
MGM-180 tales como: pectina citrica (¢ ); glucosa (1 ); sacarosa ( & ); fructuosa ( X );-
dcido galacturénico (# )} y acido poligalacturdnico { @ ); todos al 1% en el medio.

Ahora bien, la actividad exo-pectinasa se presenté Unicamentie con pectina
citrica, (Fig 11), y la actividad endo-pectinasa no es significativa para ningun azucar
simple, el consumo de carbono en ellos es nulo, mientras que con productos de
degradacion de pectina tales como APG y AG, es apenas del 10%. Esto nos habla de
que la cepa MGM-180 no produce actividad endo-pectinasa ni exo-pectinasa en medio
con azicares simples usados como fuentes de carbono.
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Figura 11. Actividad pectinolitica (A y B) y actividad especifica (C y D), obtenida de
Aspergillus MGM-180 crecido en diferentes fuentes de carbono en el medio de
fermentacion tales como: pectina citrica 8.6% de metoxilo (€ ); glucosa (1); sacarosa (

A); fructuosa { % }; acido galacturdnico () y acido poligalacturdnico { @ ); todos al 1%
de concentracion en el medio.
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. EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO
ADICIONADAS CON EXTRACTO DE LEVADURA AL 0.3%
COMO NUTRIENTES SOBRE EL CRECIMIENTO Y
PRODUCCION ENZIMATICA

En virtud de que al utilizar azucares sencillos la cepa crece poco; se probé medio
de extracto de levadura at 0.3% e} crecimiento y peso de pectina en estos aziicares. De
forma que se evalud el crecimiento de Aspergilius MGM-180 en fructuosa, sacarosa,
glucosa y AG, teniendo una concentracién en el medio de 1%; adicionando ¢l medio

con extracto de levadura al 0.3% con la finalidad de brindar un medio mas nco en
nutrientes.

peso seco (mg/ml,

0 24 48 72
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Figura 12, Crecimiento celular de Aspergillus MGM-180 en fermentacion con
diferentes sustratos como fuentes de carbono adicionados con extracto de levadura al
0.3%; pectina citrica al 1% (4 ); glucosa ( @3 ); sacarosa (A ); fructuosa ( X ) y acido
galacturdnico (AG) (4); todos a una concentracidén de 1%.
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La cepa MGM-I180 tuvo un crecimiento muy similar a pesar de ser adicionada
con extracto de levadura (Fig 12). El pHi en todos los casos varia entre 2.34 como
minimo y 2.65 como maximo. El dnico caso en el que se observd un cambio, fue
cuando se utilizé AG en donde el pH aumento hasta valores de alrededor de 6.5.
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Figura 13. Grupos reductores de diferentes fuentes de carbono adicionades con extracto
de levadura al 0.3% por Aspergillus MGM-180 tales como: pectina citrica (§ ); glucosa
{ B ), sacarosa ( A ); fctuosa ( % ) v acido galacturdnico (AG) (- ); todos a una
concentracion de 1%.

Cuando se emplea APG como fuente de carbono sin extracto de levadura, el
crecimiento celular se triplica comparativamente a lo que ocurre con pectina citrica; con
AG-levadura solo tenemos el 12.43%.



3y

Por otra parte, el alto indice de reductores al iniciar la fermentacion para
glucosa, fructuosa y AG es consumido progresivamente liegando casi a su término a las
72 hrs. Comparativamente la actividad exo-pectinasa que se obtuvo con los medios de
glucosa y fructuosa es de 37.3% y 69.75% respectivamente, (Fig 14).
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Figura 14. Produccién comparativa de actividad pectinolitica extracelular partir
de diferentes fuentes de carbono adicionades con extracto de levadura al 0.3% en
agitacion, Pectina citrica §); glucosa (&9),sacarosa (&), fructuosa (x) v AG ).

No hubo actividad endo-pectinolitica usando en el medio azicares sencillos. Con
AG la actividad exo-pectinasa alcanzé su maximo a las 48 hrs con un rendimiento de
184.86% con respecto a pectina citrica al 1%.
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OBTENCION DE PRODUCTOS DE HIDROLISIS

La probabilidad de que los inductores directos de muchas enzimas que degradan
polisacaridos sean productos intermedios de ia degradacién de esta macromolécula es
muy alta, por lo cual la evolucidn del crecimiento de Asperguilius MGM 180 en
monoémeros, dimeros y trimeros derivados de las substancias pécticas es importante y
nos puede dar infermacion mas especifica de las moleculas responsables de la induccidn
directa de las diferentes pectinasas de esta cepa. Sin embargo, dado que no se dispone
comercialmente de estos derivados con excepcion del mondmero, se hace necesario
obtenerlos a partir de substancias pécticas. Para lo cual se evalio el proceso de
hidrélisis de pectina citrica al 1% con el fin de obtener los productos de su degradacion
tales como mondmeros, dimeros y/o trimeros (Fig 15).
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Figura 15. Cinética de la hidrélisis de pectina citrica al 1%, medida como
acido galacturdnico en el medio manteniendo temperatura a 45°C.
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A medida que transcurre ¢l proceso de hidrdlisis de pectina citrica, hubo mas
grupas reductores alcanzando un maximo alrededor de los 90 min. Las muestras de
hidrélisis se aplicaron junto con los estandares de AG y APG a una concentracién de
0.1% en placa de silica gel-25 para desarrollar la técnica de cromatografia en placa fina.
Al revelar la placa no se observaron productos semejantes a los esperados.

Por otro lado se realizé el poceso de hidrélisis para APG a una concentracion de
1%, con el fin de que la enzima (filtrado enzimético) actie sobre el sustrato
fragmentando la molécula en forma endo/exo para tener unidades mas pequefias. Los
grupos reductores fueron en aumento durante la digestion (Fig 16).

ac. palacturénico {mg/mL

0 1 2 3 4 § 6
tiempo (hrs)

Figura 16. Producto de la hidrolisis de ac. Poligalacturénico (APG) al 1%

medido como ac. Galacturénico en el medio. La temperatura del medio se mantiene a
45°C.
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A partir de la tercera hora de digestion los grupos reductores presentes se
mantuvieron hasta la quinta hora, en la que la acumulacion de reductores se fue
incrementando gradualmente hasta llegar a 3.2 mg/mL a las 7 horas.

Durante las seis primeras horas de digestién, los preductos derivados de ella
tuvieron un Rf de 0.6 comparativamente con los estindares de AG 0.1% muestra un Rf
de 0.7 respectivamente. Se considera que los productos que se obtuvieron podrian ser
dimeros ya que el Rf obtenido es similar al obtenido para éste tipo de moléculas (61).
La muestra obtenida en la dltima hora de digestion tuvo Rf de 0.64 (Fig 17A).
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Figura 17. Cromatografia en placa fina de los productos de hidrolisis de acido
poligalacturonico (APG) al 1% por Aspergillus MGM-180 a 45°C de temperatura.
Cromatograma de las siguientes muestras: estandar de cido galacturénico (AG) a 0.1%
de concentracién 1); acido poligalacturénico (APG) a 0.1% de concentracién 2);
muestra de hidrélisis de Acido poligalacturonico al 1% inicial (tiempo cero de
hidrélisis), 3); muestra a 15min. de hidrélisis 4); muestra a 30min. 5); muestra a 45min.
6); muestra a 60min. 7); muestra a 75min. 8); muestra 2 90min. 9), y muestra a los
105min,de hidrolisis 10).
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Se presume que la digestion de APG al 1% presenta dimeros de &cido
galacturénico pues, la distancia de migracién de las muestras comparativamente con el
estandar de AG al 0.1% tienen Rf de 0.6 y 0.65 respectivamente. EI acido
poligalacturénico como tal no migra en la cromatografia; asi el Rf del monémero es de
0.7 vy la concentracion de pectina es de 0.05% es de 0.4. Con estos datos se puede
inferir que los polimeros de acido poligalacturonico son degradados por hidrélisis
enzimatica de Aspergillus MGM-180 obteniendo como resultado moléculas més
pequefias de 4cide galacturénico. Con este sustrato se podra evaluar la actividad
pectinolitica de manera directa.

PREFERMENTACION

Como una alternativa para saber si los productos que se producen en el medio
durante las primeras horas de fermentacion ejercen una accion de induccion sobre las
enzimas pectinoliticas, se realizaron una serie de experimentos preliminares utilizando
una prefermentacion. Esta consisti6 en crecer al microorganismo durante 24 hrs al cabo
de las cuales el medio de cultivo se recupera separando las células por filtracién y el
medio filtrado libre de células se utiliza como medio de cultivo inicial adicionando una
suspensidn de esporas recientemente colectadas y reiniciando la fermentacion. Por otro
lado las células colectadas se lavaron exhaustivamente con solucién salina y fueron
reinoculadas en medio fresce no tratado.

Con el medio recuperado y parcialmente digerido por efecto de la
prefermentacion se logrd un incremento en el crecimiento celular en un 10% a las 48 hrs
en relacién a un cultivo control. En cuanto a la produccion de pectinasas se obtuvo un
incremento del mismo orden de magnitud que el crecimiento por lo que la actividad
especifica se conservd en niveles semejantes al control. Esto indica que la degradacidn
parcial del substrato no es la Gnica condicidn para que se presente la induccién del
sistema pectinolitico de éste microorganismo. Por otro lado, con las células (micelio)
reinoculadas en medio fresco, las actividades especificas exo y endo se incrementaron
en un 30% por lo que suponemos que el micelio ya inducido por un crecimiento previo
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en pectina ha producido ya las enzimas necesarias para la digestion répida de la pectina
y por lo tanto su crecimiento es mas acelerado asi como la produccion del complejo
enziméatico pectinolitico.

En otro orden de ideas, y dado que la pectina presenta diferentes grados de
esterificacion con el metanol y éste al ser liberado por digestion de la pectina puede
influir en el crecimiento y/o la actividad enzimatica, se realizaron pruebas adicionando
metanol al medio de cultivo con pectina asi como evaluando si en microorganismo
podria utilizar al metanol como {nica fuente de carbono. El crecimieento y la actividad
no se vieron afectados por la presencia de metanol en el medio cuando la pectina estuvo
presente y no hubo crecimiento en el medio de metanol solo.
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V.- DISCUSION GENERAL

Los resultados muestran que Aspergillus MGM-180 es capaz de crecer y de
presentar actividad pectinolitica extracelular a un pH de 2.5, lo cual no es muy comiin
en la mayoria de los microorganismos. Aspergillus MGM-180 mostré capacidad para
adaptarse a condiciones extremas en el medio. El pH del medio para iniciar la
fermentacién fue de 2.5, favorable para la produccién de actividad exo y endo-
pectinolitica, en el cual estas enzimas de tipo hidrolitico se producen con buen
rendimiento, es de importancia hacer notorio que e! crecimiento de la cepa es muy
limitado en este pH.

Las investigaciones que se han hecho a este respecto son pocas, aunque ya se
esta tomando en cuenta la importancia que tiene el que un organismo produzca
actividad en pH's extremos, ya que en la industria de los alimentos, sobre todo en la
preparacion de jugos, €} rango de pH que se necesita para su preparacién es bajo,
Aunque la mayoria de las cepas comerciales usadas en la industria alimenticia
pertenecen al género Aspergillus, la cepa MGM-180 supera la produccidn enzimética de
€stas en un amplio margen.

Al ser analizada la produccion de actividad pectinolitica extracelular en azicares
sencillos probados como fuente de carbono, no se presento la actividad exo-pectinolitica
ni endo en ninguno de los azicares usados. Las enzimas de tipo exo permite que el
microorganismo tenga rapido acceso al sustrato, degradarlo para que los inductores
actien en la produccion de las otras enzimas pectinoliticas.

Se ha comprobado que Aspergillus MGM-180 produce aparte de pectinasas de
tipo exo y endo, pectin-liasas y pectin-esterasas (58). Su secrecién es ideal a pH de 3 a
4; a pH de 3 con una concentracidon de pectina citrica en el medio de 1% en las
primeras 24 hrs. hay cinco veces mds enzima, por otro lado el crecimiento celular
también es mayor, mas del doble.
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Es importante dar mencionar que este tipo de enzimas son especificas de APG
(17). Con el analisis en cromatografia en placa fina que se realizd, usando filtrado
enzimatico para degradar APG, se puede ver que los productos de esta degradacién
desde, los primeros minutos fueron productos poco mas pequefios que APG. Sin
embargo, se puede decir que los productos de hidrélisis de pectina citrica al 1% son
moléculas que si bien no son AG, son unidades muy similares.

Por otro lado, €l grado de esterificacion del sustrato (pectina citrica) influye
sobre la actividad especifica ya que la produccién de actividad de liasas y endo
pectinasas tiene su maximo con pectinas de alto grado de esterificacidn (57). En este
trabajo no se evalué esta caracteristica, pues solamente se utilizé pectina citrica de 8.6%
de metoxilacién. Con este substrato la actividad endo-pectinolitica no es significativa
aun usando diferentes concentraciones de dicho substrato y, diferentes substratos. De
acuerdo a los reportes citados en la bibliografia (17), las endo pectinasas hidroliticas que
actian sobre pectina no se han reportado. Por otra parte, las pectinasas de tipo exo se
producen con substratos de bajo grado de esterificacion.

Se ha evaluado la produccion de pectinasas utilizando cultivos con fermentacion
alimentada en lote con limitacion de nutrientes (30). El efecto de los productos de
degradacion sobre la produccion de estas enzimas puede ser determinante. Se probaron
diferentes concentraciones de pectina citrica utilizada como fuente de carbono para,
evaluar sus efectos sobre la produccién de pectinasas, asi como diferentes
concentraciones de potasio, tode ello creciendo el microorganismo a pHi de 2.5. Los
resultados muestran que en la secrecidn, tanto la actividad exo como la actividad endo-
pectinolitica se incrementan a medida que se aumenta la concentracion de pectina en el
medio. La mayor secrecion se obtiene a una concentracion de pectina citrica de 1.5% a
las 48 hrs. Comparando las actividades especificas en cada caso se observa que la
mayor actividad especifica se obtiene con la menor concentracion de pectina (0.5%)
cuya actividad es de 180%. Esto nos da una pauta a pensar que la produccion es sensible
a represion cataboélica por la fuente de carbono. Asi mismo, la velocidad de sintesis es
mayor cuando hay menos pectina. Se ha reportado (30) que cuando el medio esta
limitado de pectina se tiene un rendimiento de grupos reductores del 249% producido
por Aspergillus sp.
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Resulta evidente que al aumentar la concentracién de fuente de carbono hay una
represion catabélica en el sistema. Se estima que la concentracién mas favorable para
obtener mayor rendimiento en la secrecién de pectinasas es de 0.05% a tiempos cortos
de 24 hrs.

En cuanto a la concentracion de potasio se evaluaron aquellas que van de 0.05%
a 0.6%. No se encontraron diferencias entre 0.4% y 0.6% en la actividad especifica. Sin
embargo, la actividad se incrementa a medida que la concentracién disminuye por
debajo de 0.2% en las primeras horas de fermentacién, obteniéndose la maxima
secrecién con 0.05% de potasio en el medio. Se ha determinado que al combinar sales
como sulfato de amonio y fosfato de potasio obtenia mayor actividad
exopectinolitica.{7). Los resultados que se tienen al variar las concentraciones de sales
indica que, la concentracién de iones fosfato tienen efecto sobre la produccidn de
actividad medida por reductores , incrementindose a medida que la concentracion de
sales disminuye. De acuerdo a los resultados obtenidos, al probar diferentes
concentractones de potasio en el medio, el crecimiento no varia.

Con el objeto de ver si Aspergillus MGM-180 produce pectinasas en forma
constitutiva se utilizan diferentes fuentes de carbono como substrato en el medie, la
mayoria de los substratos son azicares sencillos como glucosa, sacarosa, fructuosa,
dcido galacturonico (AG) y 4cido poligalacturénico (APG), todas al 1% para su
crecimiento. El crecimiento de Aspergilius MGM-]80 fue poco cuando glucosa,
sacarosa o fructuosa son utilizadas como fuentes de carbono a pesar de que son en
general, fuentes facilmente asimilables. Con AG se obtuvo un crecimiento muy
incipiente y no se detecto actividad exc ni endo pectinolitica, pero con APG el
crecimiento fue de 300% manteniéndose el pH en 2.53 y sdlo se encontrd actividad exo
y endo-pectinolitica después de las 48 hrs. de fermentacidén. Se ha visto que a
concentraciones de 0.05% de glucosa en el medio hay represion de la actividad
pectinolitica, mientras que a 0.005% si se encuentra actividad. La actividad de tipo exo-
pectinasa es inducida por el substrato ya que no se encontré con ningiin otro que ne
fuera pectina.

La velocidad de degradacidn de las diferentes fuentes de carbono, asi como la velocidad
de consumo se expresa de diferente manera; en medios con glucosa, fructuosa y AG la
fuente de carbono es consumida poco a poco at transcurrir la fermentacién, mientras que
en medios con pectina citrica, sacarosa Y APG, la fuente comienza a ser degradada por
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el microorganismo. Esto es por que dichas fuentes de carbono son moléculas mas
grandes y, que necesitan ser reducidas para que puedan consumirse. Los azicares
simples son moléculas muy sencillas que no requieren en este caso de degradacion.

Para determinar si la escasez de crecimiento se debe a la falta de nutrientes en el
medio o bien, a la accidén de represion que puede ejercer la fuente de carbono sobre el
microorganismo, se adiciond extracto de levadura a los substratos antes mencionados a
una concentracién de 0.3%. En este sentido, hay més crecimiento aunque sigue siendo
limitado. Asi encontramos poca actividad exo en los azicares simples. Podemos decir
entonces que la actividad exo pectinasa es cuando menos parcialmente constitutiva ya
que se produjo en glucosa y fructuosa. El consumo de la funte de carbono se observa
desde las primeras horas para AG mientras que para fructuosa y glucosa comienza en
forma a partir de las 24 hrs. Para sacarosa la degradacién comienza a minimizarse
después de 24 hrs y no tenemos actividad.

Se ha podido demostrar, con este trabajo que las pectinasas extracelulares
producidas por Aspergillus MGM-180, son sensibles a represion catabélica ejercida por
los productos de la degradacion de pectina citrica, y por azicares simples como glucosa,
fructuosa, sacarosa, y 4cido galacturnico (ver fig.11). Por otro lado, resulta
evidente que al aumentar la concentracién de fuente de carbono hay represién catabélica
en ¢l sistema. Por ello, se estima que la concentracion mas favorable para obtener mayor
secrecion de pectinasas es de 0.5% de pectina.

Las endo-pectinasas secretadas por Aspergilfus MGM-180 no pertenecen al
grupo de las enzimas constitutivas pues, requieren de la presencia de pectina para su
produccidn. Sin ambargo, se encontré que la exo-pectinasa es parcialmente constitutiva,
El papel que desempenia el acido galacturénico (producto de la degradacion de pectina)
es de represor de la actividad pectinolitica de la cepa, aunque los resultados con extracto
de levadura sugieren que éste compuesto también participa como inductor de exo-
pectinasa.
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Por otro lado, es claro que ¢l pH tiene un efectc muy marcado sobre la
produccién de las pectinasas extracelulares de Aspergilius MGM-180. En téminos
generales, la produccion de enzimas de tipo endo pectinasas es la més afectada a pH de
2.5. Para las enzimas de tipo exo pectinasas, su produccion no se ve afectada y de hecho
es mayor a pH 2.5 que a 3.0. La produccién de este tipo de enzimas no sélo depende del
pH del medio, también puede ser afectada por el tipo de pectina utilizada como fuente
de carbono y particularmente de su grado de esterificacion. Esto se ha observade en
otros hongos por lo que podemos decir que la induccién de actividad puede estar
relacionada a la presencia de derivados metoxilados generados en el medio, pero se
requiere hacer mas pruebas.

De acuerdo a los resultados obtenidos, al probar diferentes concentraciones de
sales de potasio en el medio, el crecimiento no varia con notoriedad, mientras que al
comparar la produccion enzimatica, esta es mayor a medida que disminuye la
concentracién de potasio, siendo potasio al 0.05% el que presenta una mayor secrecion
de enzimas.
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V1.-CONCLUSIONES

1.- El pH tuvo un marcado efecto sobre el crecimiento y la produccion de pectinasas
en Aspergillus MGM-180. El crecimiento fue menor a pH de 2.5 mientras que la actividad
exo se incrementé de manera notable a ese pH, aproximadamente tres veces y la actividad
de tipo endo disminuyé a éste valor de pH.

Los resultados muestran que Aspergilius MGM-180 es capaz de crecer y producir actividad
pectinolitica en pH's extremos, que podrian ser desfavorables para otros microorganismos.

2.- La concentracién de pectina afecta la produccion de enzimas y el crecimiento, en
la menor concentracion de pectina se obtiene la mayor actividad especifica, aunque un
crecimiento menor. El aumento de la concentracion de la fuente de carbono disminuye la
produccion Io que nos indica la sensibilidad de éstas enzimas a la represion catabolica.

3.- Al utilizar diferentes azilcares como fuente de carbono no se encontré actividad
de tipo endo v si se pudo detectar actividad exo-pectinolitica, por ésta razon se puede decir
que no hay endo-pectinasas constitutivas y que la exo es parciaimente constitutiva en
Aspergillus MGM-180.

4.- La mayor actividad enzimatica se produjo a una concentracion de potasio de
0.05%. Mientras el crecimiento tiende a aumentar conforme aumenta la concentracién de
potasio en el medio.
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