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Introduccion

La Biotecnologia microbiana se define como toda aplicacién tecnoldgica que utiliza sistemas
biolégicos y organismos vivos o sus derivados para la creaciéon o modificacién de productos o
procesos en usos especificos. Se basa en diversas herramientas para explorar y explotar la
biodiversidad natural de los microorganismos y sus amplias capacidades metabdliicas. Esta disciplina
incluye en su campo de estudio la remediacion del medio ambiente, identificacion de aplicaciones
industriales asociadas a procesos productivos, el uso de métodos moleculares y genéticos que
potenciaimente pueden mejorar la calidad de vida del ser humano, entre otros.

La aplicacién de enzimas en la industria constituye una de las aportaciones mas recientes en las
tecnologias de produccion, debido a su elevada eficiencia catalitica, a que su uso no dafia el medio

ambiente y a su alta rentabilidad econémica (Cherry et al, 2003).

En los Gltimos afios ha aumentado de forma importante la aplicacion de enzimas microbianas en la
industria (Cherry et al, 2003). La mayoria de estas enzimas son degradadoras de polisacaridos de
pared celular vegetal como celulosas, hemicelulosas y pectinas, sintetizadas por Aspergilius y otros
microorganismos ya sean patogenos o saprofitos de plantas. La aplicacion industrial de las
pectinasas incluye a los sectores textiles, alimenticios, farmacéuticos, agrarios (Alkota et a/, 1997;
Hoondal et a/, 2002), entre otros. Aspergfilus es el principal productor de enzimas pectinoliticas.

El objetivo del presente trabajo es la caracterizacion del sistema pectinolitico, el aislamiento y
purificacién parcial de una endopoligalacturonasa y la obtencién de anticuerpos contra diferentes
estructuras celulares (esporas y micelio) y enzimas extracelulares degradadoras de pectina, con el
fin de enriquecer el estudio de la fisiologia de Aspergillus.
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I. Marco Teérico

1. Generalidades sobre pectina

1.1 La pared celular vegetal

Las células vegetales estan rodeadas de una estructura rigida, la pared celular, ubicada justo sobre
la membrana celular. Esta estructura le confiere a la planta forma y soporte, ayuda a regular
procesos fisioldgicos (incluyendo respuestas quimicas defensa) y actia como barrera fisica contra la
invasion de patégenos. Quimicamente esta compuesta de una compleja mezcla de carbohidratos,
lignina y proteinas (Goodwin y Mercer, 1990; McCann et a/, 2001; Vries y Visser, 2001).

La pared celular de plantas se compone de tres capas: lamina media, pared primaria y pared
secundaria (Figura 1). La lamina media es la capa mas externa, formada principalmente por
polisacaridos pécticos, su funcién principal es el mantener la unién entre las células adyacentes
(McCann et a/., 1995). La siguiente capa es la pared primaria formada principalmente por celulosa.
Posteriormente se puede encontrar la pared secundaria que basicamente consiste de tres capas de
microfibrillas de celulosa embebidas en lignina y hemicelulosa, es la estructura mas gruesa y con

mayor resistencia y rigidez.

Cclulosa

Pectina
Hemicelulosa

Figura 1. Representacién esquematica de la pared celular vegetal
Los polisacaridos constituyentes de la pared celular de las plantas, son los compuestos organicos
mas comunes en la naturaleza. Se pueden dividir en tres grupos por sus unidades monoméricas y su

estructura, dichos grupos son: celulosa, hemicelulosa y pectina. La celulosa es un polisacarido de
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Generalidades sobre pectina

cadena lineal compuesto de mondémeros de D-glucosa con uniones B-1,4. Es el polisacarido més
abundante y su funcién principal es asegurar la rigidez de la pared celular vegetal, forma
microfibrillas que forman una estructura cristalina con cadenas orientadas paralela y
antiparalelamente. El grupo de las hemicelulosas constituye el segundo grupo de polisacaridos més
abundante, son polisacaridos heterogéneos, es decir los mondmeros que lo constituyen son D-
xilosas, D-manosa, D-galactosa, D-glucosa, que se arreglan como una cadena principal
relativamente larga con ramificaciones cortas. La pectina es una mezcla compleja de polimeros
neutros y acidos. Algunos polisacaridos pécticos son el galacturonano, ramnogalacturonano I
ramnogalacturonano II, galactano y arabinano (Vries y Visser, 2001).

1.2 Pectina

La pectina es una mezcla compleja de polisacaridos, localizada en los tejidos vegetales,
especificamente en la ldmina media, confiriendo rigidez, actuando como sustancia cementante
intercelular (Badui, 1988; May, 1992). Constituye un tercio del peso seco de la pared celular de
plantas, es decir, se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza. Asi mismo, la pectina esta
involucrada en la textura y maduracién de los frutos. Como una definicién general se considera a la
pectina como un polisacarido acido complejo de naturaleza coloidal que contiene un esqueleto de
acido galacturdnico que en ciertas regiones se encuentra sustituido por ramnosa y otras cadenas

ramificadas de diversos monosacaridos.

Se pueden encontrar en la naturaleza distintas sustancias pécticas (Charley, 1987):

a.  Protopectina: se encuentra en los tejidos vegetales inmaduros. La mayoria de los carbonos
carboxilicos de los residuos de acido galacturénico se encuentran esterificados con radicales
metilo a lo largo de toda la cadena. Su composicién quimica exacta se desconoce. Es
insoluble en agua.

b. Pectina o acido pectinico: presenta un grado de esterificacién menor, sin embargo se
pueden encontrar como pectina de alta esterificacién (cuando poseen entre un 50% a un
85% de esterificacidn) o como de baja esterificacién (menos del 50% de
homogalacturonatos esterificados). Presentan mayor solubilidad que la protopectina.

c.  Acidos pécticos: los grupos carboxilo del dcido homogalacturénico no se encuentran
esterificados, formando entonces sales o pectatos con iones bivalentes como el Caicio (Ca®*)

y el Magnesio (Mg>*).

12



Generalidades sobre pectina

La proporddn de protopectinas, pectinas y pectatos en los tejidos vegetales varia segin la madurez
de la planta. La pectina es una mezcla amplia de sustancias pécticas de diferente composicién que
contiene como principal componente acido pectinico. La pectina en su forma nativa se localiza en la
pared celular y puede estar entrecruzada con otros polisacaridos estructurales y proteinas para
formar protopectina insoluble.

La distribucién de la pectina en la pared celular ha sido determinada a partir del uso de anticuerpos
como poderosas herramientas analiticas para la determinacidn de la localizacidn, la distribucién y los
cambios estructurales de éste polisacarido durante el desarrollo del tejido y de la célula vegetal
(Knox, 1997; Vicre et al., 1999; Willats et al., 1999 y 2000).

1.2.1 Composlcidn quimica y estructura de lg pectina

La pectina contiene dos tipos de esqueletos covalentemente unidos (Prade, 1999). Por un lado una
cadena de 4cido galacturdnico, denominada homogalacturonano que forma una hélice lineal que
contiene unidades de acido D-galacturénico unidas por enlaces a(1—4) (Figura 2). Algunos grupos
carboxilicos del acido galacturénico se encuentran esterificados por metilos en el carbono 6. El
segundo esqueleto de la pectina es el llamado ramnogalacturonano I que consiste de dimeros de
acido D-galacturdnico unidos por enfaces a(1—4), unidos a mondmeros de L-ramnosa por enlaces
a(1-52). Ambos esqueletos presentan una gran variedad de “decoraciones u ornamentaciones”
como por ejemplo esterificaciones del acido D-galacturénico, cadenas laterales glicosiladas unidas al
oxigeno de las posiciones hidroxiladas 2- 6 3- del acido D-galacturdnico o en la posicién 4- de la

ramnosa.

Por su composicién estructural, se han nombrado dos regiones de la pectina. Al esqueleto
homogalacturonano se le ha nombrado “regidn lisa”, por su casi nula ramificacién, caso contrario al
esqueleto de ramnogalacturonano se le ha nombrado “regién peluda”, por su alta sustitucién. Su
esquematizacion se puede apredar en la Figura 3.

CQOH COOCH, COOCH, COOH

& 3 -
Q o H <
° OH H 2 o
H OH H oH H H H OH

Figura 2, Representaclon esquemdtica de la cadena de dcido galacturdnico

13



Generalidades sobre pectina

El nimero de repeticiones de acido D-galacturénico y ramnosa es dificll de determinar y varia segin
el tipo de tejido vegetal que se trate, es por eso que no se cuenta con un cdlculo certero del peso
molecular de la pectina.

1.2.1.1 Omamentaciéon del Homogalacturonano:

- Esteres metilicos: es un “accesorio” muy estudiado, se trata de metanol esterificado con los
grupos carboxilos del homogalacturonano. Ei grado de metilacion varia de planta a planta,
de hecho de célula a célula. Se ha sugerido que, en algunos casos, el grado de metilacién o
de esterificacion ocurre al azar y en otros se encuentra perfectamente definido. La actividad
enzimatica en muchos casos se ve directamente afectada por el grado de esterificacién.

- Esteres no metflicos: son ésteres, que provienen de alcoholes diferentes al metanol, los méas
ocomunes son los ésteres acetato en las posiciones hidroxiladas 2- y 3- del &cido D-
galacturdnico en el homogalacturonano.

*  Xilogalacturonano: la xilosa ha sido reconocida como un componente menor y se concentra
en ciertos lugares de la molécula, nombrados xilogalacturonano. La unidon con el

homogalacturonano se lleva a cabo mediante enlaces p(1->3).

* Ramnogalacturonano II: Se trata de una region dentro del homogalacturonano sustituida
mayoritariamente por ramnosa, se denomina II para diferenciarla del ramnogalacturonano I
que comprende la regién “peluda” o el segundo esqueleto. La mayor parte del Boro de las
plantas se encuentra concentrado en esta regién del homogalacturonano.

1.2.1.2 m jones del Ramnogalacturonano I:

- Acetato y metil ésteres: puede ocurrir la esterificacion en las posiciones 02- y 03- del acido
D-galacturdnico.

14



Generalidades sobre pectina

« Azicares ligados a cadenas laterales: la mayoria de las cadenas laterales en el
ramrnogalacturonano estan unidas a los residuos de ramnosa, unidas en la posicidén 0-4.
Estas cadenas laterales son variables en cuanto a su composicion y longitud. Los azlicares
mas comunes son arabinosa y galactosa, en menor proporcion fucosa, acido galacturdnico,

acido glucorénico, xilosa y ramnosa.

El entendimiento de la compleja estructura de la pectina ha sido posible, en gran medida, graclas al
uso de exopoligalacturonasas, endopoligalacturonasas vy liasas que fragmentan el
homogalacturonano y el ramnogalacturonano I (Prade, 1999). El conocimiento de la distribucién de
los ésteres metiflicos en el homogalacturonano se ha obtenido por métodos quimicos (Mort, 1993) y
tratando las paredes celulares, o incluso la pectina aislada, con pectinmetilesterasa,
endopoligalacturonasa y endopectinliasa en combinacién con espectroscopla de resonancia
magnética nuclear (Grasdalen, 1988) y espectrometria de masas (Daas, 1998). Los resultados de
estos estudios han demostrado que las preparaciones comerciales de pectina poseen un patrén
irregular de metilacién en el homogalacturonano a comparacion de la pectina que ha sido aislada de
paredes celulares. En estudios complementarios, como ya fue mencionado anteriormente, se han
desarrollado anticuerpos capaces de reconocer homogalacturonano con diferentes grados de
esterificacion, otros que reconocen la region del ramnogatacturonano I, entre otros. Estos estudios
de inmunolocalizacién han evidenciado que la estructura y locatizacién de la pectina dentro de la
pared celular tiene impacto en el desarrollo y crecimiento de la planta. Asi mismo se ha encontrado
como conclusion general de diversos estudios en diferentes plantas y frutos que el
homogalacturonano sin esterificacion se localiza en la lamina media, en las esquinas celulares y en
espacios de aire; mientras que el homogalacturonano esterificado se localiza a lo largo de toda la
pared celular (McCann et a/., 1994; Williams et al., 1996; Matoh et a/., 1998).

En la Figura 3 se presenta una esquematizacion de los dos esqueletos y las ornamentaciones que

presenta cada uno.
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Figura 3. Representacion esquematizacion de la molécula de pectina

1.21.3 Grado de metilacién

Dependiendo del origen de la pectina y del modo de extraccion, los grupos carboxflicos de los
residuos de adido galacturénico, presentan un grado variable de esterificacién por metanol y pueden
estar parcial o completamente neutralizados por iones sodio, potasio o amonio. En dertas pectinas,
adiclonalmente, los grupos hidroxilados estan parcialmente acetilados (Turquois et al, 2001).

Un factor importante que caracteriza a la pectina es el grado de metilacién, definido como el niimero
de moles de metanol por 100 moles de &cido galacturdnico. Se considera entonces que el maximo
grado de metilad6n corresponde al 100% de esterificacion. De acuerdo a este criterio las pectinas
han sido clasificadas en dos grupos, las altamente metiladas, con més de un 50% de esterificacion;
y las que contienen menos del 50% de esterificacion se han clasificado como pectinas de baja
metilacién. Se pueden encontrar pectinas de alta metilacién en la piel de citricos y manzana. La
pectina de baja metilacion puede obtenerse comercialmente por desmetilacion quimica.

En general las pectinas de los tejidos vegetales se encuentran entre el 60% a 90% metiladas. El

grado de metilacién juega un papel muy importante en la firmeza y cohesién de los tejidos (Ridley
et al,, 2001).
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122 Propiedades y aplicaciones comerciales

La pectina comerdial se obtiene a partir de pulpa de manzana y frutos dtricos utilizando acidos
diluidos bajo ciertas condiciones de temperatura y pH para su extraccion.

Sus principales propiedades son:
+ Forman geles fuertes en presencia de sales o carbohidratos. Los geles formados son
estables a intervalos de pH de 2.0 a 3.5 y a concentraciones de sacarosa de 60 a 65%.
¢ Absorben agua.

La pectina como un constituyente de todas las plantas es parte de la dieta cotidiana del hombre, por
lo tanto es considerada como un aditivo de alimentos seguro por la agencia regulatoria de Estados
Unidos, FDA (Food and Drug Administration de EUA).

Como otras gomas, la pectina forma soluciones acuosas muy viscosas aun a concentraciones del
1%. Forma geles cuando se encuentra en presencia de aziicares y un ambiente acido, la formacion
del gel se lfeva a cabo formando redes tridimensionales, en presencia de iones H* para neutralizar la

carga negativa de la pectina en solucién.

La pectina tiene una posicion dominante como agente gelificante en jaleas y mermeladas, debido a
que se encuentra en gran propordén como constituyente de frutas (fabricaddn casera de
mermelada), por su buena estabilidad a pH acidos y al calor. El uso de la pectina en jaleas de frutas
es una de las aplicaciones mas utilizadas industrialmente, se utilizan principaimente pectinas de alto
grado de metoxilacion y con un alto contenido de azicar (sélidos solubles por arriba del 60%).

Otro uso comercial que se le ha dado es como estabilizador de la mezcla de jugo y leche, bebidas de
leche fermentada esterilizada y otras bebidas de leche acidas. Las moléculas de caseina de la leche
acidificada tienden a formar agregados, espedialmente durante el tratamiento térmico, lo que
provoca un aspecto arenoso y posteriormente sedimentacion; estos efectos se pueden evitar
adicionando pectina de alto grado de esterificacion (Doesburg et al, 1959). Su funcién
estabilizadora también se ha utilizado para emulsiones aceite en agua de productos cosméticos.

Se han encontrado propiedades terapéuticas como que retardan el vaciamiento gastrico, tienden a
reducir el colesterol plasmatico al aumentar la conversion de colestero! a acidos biliares y se han

utilizado como antidiarreicos en suspensiones generalmente con caolin.
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1.3  Degradacion de pectina

Los organismos productores de enzimas pectinoliticas incluyen bacterias, levaduras, hongos e
incluso se ha encontrado que varlos protozoarios, insectos, nematodos y plantas que las sintetizan
(Whitaker, 1991). Los microorganismos sintetizan enzimas pectinoliticas a fin de utilizar la pectina
como fuente de carbono, en el caso de las plantas las enzimas pectinoliticas son sintetizadas como
parte del desarroflo normal al elongarse durante su crecimiento, al escindir las hojas en los arboles y

durante la maduracién de los frutos.

La pectina representa una fraccion sustandal del total de contenido de carbohidratos del tejido
vegetal. Los microorganismos reconocen a las pectinas, bajo una variedad de circunstancias
fisioldgicas, como una fuente compleja de carbono. Responden eficientemente a la presencia de
pectina extracelular por activadén de sintesis y secrecién de un amplio nimero de enzimas que
efectian reaccdiones de modificacion, degradacién, transporte, asimilacén y metabolismo de los
residuos de azicares libres. La degradacién completa por pectinasas de la pectina resulta en dcido
galacturénico y ramnosa en su fase primaria, y pequefias cantidades de galactosa, arabinosa,
metanol, acetato y otros azlicares como xilosa, fucosa o apiosa, son el resultado de una degradacion
secundaria, todos los anteriores asimilados y metabolizados para promover el crecimiento vegetativo

del microorganismo,

La actividad mds importante de las pectinasas, bioquimicamente hablando, es el corte del enlace
glucosidico de las pectinas nativas produciendo su despolimerizacién. Generalmente éstas enzimas
involucradas en la despolimerizacion son extracelulares y sus productos finales son asimilados y
metabolizados, es decir los monémeros y dimeros son transportados al citoplasma y degradados por

enzimas citoplasmaticas.

Los hongos filamentosos, y en especifico Aspergillus sp., sintetizan un arreglo de enzimas tan
complejo como fo es la pecting, su sustrato. Se clasifican de acuerdo al sitio en el que actian, en
endo 6 exo, endopectinasas si atacan un enlace dentro de la molécula 6 exopectinasas si el enlace
que atacan se sitia en los extremos de la cadena; de acuerdo al sustrato que atacan, pectina o

pectato.

Las pectinasas también se pueden clasificar en tres tipos principales: esterasas, polimerasas y
protopectinasas. Las enzimas esterasas (pectinmetit esterasa) catalizan la desesterificacon de los
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grupos metilo de la pectina, es dedr liberan metanol del esqueleto homogalacturonano, el producto
que se obtiene es acido poligalacturénico o pectato. Las enzimas despolimerizantes se dividen a su
vez en dos tipos, las hidrolasas y las eliminasas; las hidrolasas escinden el enlace glucosidico
transfiriendo un protdn de un amino4cido donador al oxigeno glicosidico a fin de separar las
moléculas consumiendo una molécula de agua, el producto de esta reaccién son oligdmeros o
mondmeros, dependiendo del mecanismo exo o endo; las eliminasas, cominmente llamadas liasas,
rompen el enlace glucosfdico por eliminacién, el protdn o del grupo carbonilo es tomado por un
aminoécido basico generando productos oligméricos o monoméricos insaturados, en este caso el
producto es acido galacturdnico con un doble enlace entre las posiciones 4 y 5. Algunos autores han
propuesto otra clase de enzimas pectinoliticas, las protopectinasas que convierten la protopectina
insoluble en pectina soluble, sin embargo esta clase de pectinasas no es del todo reconocida debido
a que la secuencia de genes que codifican para esta protefna en 7richosporum penicilliatum es muy
similar a la secuencia de las endopoligalacturonasas (Igushi et a/.; 1997), por lo que se cree que se
trata de una endopoligalacturonasa con una mayor especificidad hacia la protopectina. En la tabla 1
se puede encontrar la clasificacion de las enzimas y su clave EC (Comisién de Enzimas).

Tabla 1. Tipos de pectinasas

. Modo de
Clase Nombre EC Nombre comiin Clave EC Sustrato .
accién
3
P Pectin metil esterasa Pectinesterasa 3.1.1.11  Pectina Endo
Endopoligalacturonasa Poligalacturonasa  3.2.1.15  Pectato Endo
% Exopoligalacturonasa 1 Poligalacturonasa  3.2.1.67  Pectato Exo
©
=] Endopolimetilgalacturonasa Pectin hidrolasa Pectina Endo
T
Exopolimetilgalacturonasa Pectin hidrolasa Pectina Exo
Endopoliglacturonato liasa Pectato liasa 4.2.2.2 Pectato Endo
& Exopoligalacturonato liasa Pectato liasa 4.2.2.9 Pectato Exo
5 Endopolimetilgalacturonato liasa Pectin liasa 4.2.2.10  Pectina Endo
Exopolimetilgalacturonato liasa Pectin liasa Pectina Exo
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Las enzimas que degradan al homogalacturonano incluyen a la pectin metil esterasa y la pectin
acetil esterasa, la endopoligalacturonasa, exopoligalacturonasa, pectato liasa y pectin liasa.

Las pectin liasas actlan en pectinas altamente metiladas. Las pectatoliasas actian igual que las
pectin liasas pero sobre residuos no esterificados de acido galacturénico y requieren Calcio para
alcanzar su actividad éptima. Ambas enzimas se producen principalmente en hongos filamentosos.
La endopectatoliasa rompe la cadena de pectato en sitios intermos que como producto resulta una
mezcla de oligbmeros insaturados, esta enzima cominmente se encuentra en bacterias

fitopatogénicas o saprofitas (Perenicova, 2000).

La pectin metil esterasa remueve grupos metflicos permitiendo la accion de las enzimas
despolimerizantes. Asi mismo la pectin acetil esterasa remueve los grupos acetilos del

homogalacturonano.

Las poligalacturonasas o hidrolasas poli (1,4-a-D-galacturonido) glicano, catalizan el enlace
glucosldico a(1—>4) del esqueleto de acido homogalacturénico. Se dividen en dos grupos las
endopoligalacturonasas, que azarosamente catalizan la ruptura de los enlaces glucosldicos a(1-—4)
internos en la cadena, generando oligdmeros de 4cido galacturdnico; las enzimas
exopoligalacturonasas actlan en el extremo no reductor de la cadena. Las poligalacturonasas son

solo activas en regiones no esterificadas.

las enzimas ramnogalacturonano acetii esterasa, ramnogalacturonano hidrolasa y
ramnogalacturonano liasas actian desacetilando y rompiendo el esqueleto de ramnogalacturonano I
(regidn peluda), cominmente se encuentran en hongos (Kofod et a, 1994; Mutter et a/, 1994). Las
ramnogalacturonasas atacan el esqueleto desacetilado de ramnoglacturonano, produciendo
hexameros o tetrameros lineales con ramificaciones de galactosa. Otra enzima que degrada el
esqueleto ramnogalacturénico es la ramnogalacturonano a-D-galactopiranosiluronohidrolasa, que
libera residuos de acido galacturénico del extremo no reductor, por su parte la enzima que libera
residuos de ramnosa es la ramnogalacturonano o-D-galactopiranosiluronchidrolasa del extremo no
reductor (Vries y Visser, 2001).

Se han encontrado, asl mismo, arabinasas, a-L-arabinofuranosidasa, endo-(1-5)- o-L-arabinasas,
galactanasas, exo-f-(1-»4)-D-galactanasa y la endo-g-(1-5)- galactofuronasa.
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La actividad de todas éstas enzimas es expresada cominmente en “unidades” (U). Una manera de
definir tal “unidad enzimatica de pectinasa” es como la cantidad de enzima que rompe un
miliequivalente de enlaces, ya sea éster o glicosidicos, en un minuto, bajo certas condiciones
experimentales dadas (Kilara y Benchura, 1990), sin embargo algunos autores han propuesto
definiciones mds pragmaticas adaptadas a los objetos de investigacion, por ejemplo, para el caso de
la endopoligalacturonasa es frecuente definir una unidad como la cantidad de enzima que disminuye
en un 50% la viscosidad de una sofucion de pectina a cierta concentracién, en un volumen y tiempo
definidos (Saval, 1985; Aguilar y Huitrdn, 1987; Leuchtenberg y Mayer, 1992). El uso de distintas
definiciones de actividad enzimédtica se debe al uso industrial de las preparaciones comerciales de
pectinasas, que consisten en mezclas complejas de distintos tipos y cantidades de las pectinasas
descritas anteriormente, de modo que resulta complicado medir la actividad enzimatica basandose
en la actividad de una enzima especifica (Kotzekidu, 1991).

1.3.1 Endopoligalacturonasa

La endopoligalacturonasa, enzima objeto de! presente estudio, es una de las enzimas que degradan
al homogalacturonano. Al igual que la exopoligalacturonasa, se trata de una enzima extracelular,
comunmente secretada en varias isoformas, sin embargo, algunos autores han reportado la
presencia de actividad exopoligalacturénica en conidias y micelio de Aspergiflus sp. (Aguilar y
Huitron, 1993; Kawano et al., 1999).

Las endopoligalacturonasas (asf como las exopoligalacturonasas) son activas bajo condiciones de pH
acido y su temperatura dptima es de 50°C, los valores de A, son de 0.15 a 5 mg/mL siendo el 4cido
poligalacturénlico su sustrato. Las actividades especificas varian de 8.8 a 7000 U/mg de proteina.

La caracterizacién fisicoquimica de la endopoligalacturonasa sugiere que existen diferentes genes
que la codifican, a partir de una preparacién de enzimas pectinoliticas se encontraron distintas
clases de enzimas endopectinoliticas, la familia de genes que codifican para ésta enzima se nombra
como pgaX, X por el tipo de endopoligalacturanasa correspondiente.

A pesar que las endopoligalacturonasas flngicas comparten un alto grado de similitud entre sus

secuenclas, sus velocidades de hidrélisis y modo de accién sobre el acido galacturénico y sustratos
oligoméricos pueden presentar cierta variaclon (Rexova, 1973).
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Las endopoligalacturonasas tienen un distinto rol para el organismo que las produce, mientras que
organismos sapréfitos como A. niger, proveen de nutrientes al microorganismo, los microorganismos
fitopatogénicos degradan la pared celular de plantas para facilitar la penetracién y expandirse a
través del tejido vegetal.

1.3.2 Aplicaciones industrigles de las pectinasas

Ademas de la relevancia en la naturaleza que tienen las pectinasas, estas enzimas presentan una
gran importancia econémica, ya que son utllizadas en muchos procesos Industriales, sobre todo en
el campo alimentario (Ghildyal ef aj 1981). En 1995 el volumen de ventas reportado fue de
aproximadamente 75 millones de dolares (Kashyap et a/, 2001).

Desde el punto de vista de su aplicacion, las pectinasas pueden dasificarse principalmente en
pectinasas acidas y pectinasas alcalinas. Las pectinasas acidas provienen principalmente de fuentes
fungicas mientras que las pectinasas alcalinas son biosintetizadas por bacterias como Bacillus sp.

Entre las aplicaciones mas importantes de las pectinasas acidas se encuentran:

a. Clarificacién de jugo de frutas y vinos: es el principal uso de las pectinasas. Al extraer los jugos
de las frutas frescas por presion, presentan cierta turbiedad y una elevada viscosidad, la
aplicacidon de pectinasas logra disminuir la viscosidad e inducir 1a floculacién de las particulas
suspendidas que provocan la turbidez a fin de ser faciimente separadas del jugo.

b. Extraccion de néctares: las pectinasas son utilizadas para macerar los tejidos vegetales,
obteniendo células separadas en suspensién, espedalmente utilizados en la manufactura de
productos alimenticios (papillas) para bebés. Asi mismo se han aprovechado en la produccién de
néctares de clertas frutas, como la guayaba, la papaya, el chabacano y el platano, ya que si las
pectinasas se dejan actuar en conjuncién con las celulasas el proceso puede llevar
practicamente hasta la licuefaccion de los tejidos. Como se puede apreciar, las pectinasas son
adecuadas para cierto tipo de frutos tropicales para los cuales no se ha disefiado ningin equipo

de extraccién de jugos.
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c. Aumento de rendimiento en la extraccién de jugos de criticos: las pectinasas han sido usadas
para aumentar el rendimiento durante la extraccion de jugos de dertos frutos, especificamente
del grupo de los criticos, en los cuales el bagazo que queda después de fa accién de la
maquinaria de prensado aun contiene un alto porcentaje de jugo y de sdlidos solubles.

d. Uso de desechos agroindustriales y obtencién de subproductos: a fin de utilizar los desechos
agroindustriales y poderles dar un fin a sus subproductos, con ayuda de las pectinasas se
extraen aceltes esenciales y pigmentos carotenoides de las cascaras de los citricos.

Las pectinasas alcalinas son utilizadas en el campo textil principalmente, en el procesado de fibras
vegetales, obtencion de fibras de lino (por liberacidén con hemicelulasas y pectinasas), tratamiento
de aguas residuales generadas durante la fabricacibn de productos citricos. Otra importante
aplicacién de este tipo de pectinasas es la purificacién de virus de plantas, ya que estas enzimas

pueden actuar sobre el tejido infectado y liberar el virus.

A continuacion se presentan los principales microorganismos productores de pectinasas microbianas.

(Tabla 2).
Tabla 2. Microorganismos productores de enzimas pécticas.
Productor Tipo de pectinasa PH Gptimo de

actividad

9 Aspergillis niger Endopectinasa 45-6.0

8 Exopectinasa 35-50
= Penicillium frequentans Endopoligalacturonasa 4.7
§ Sclerotium rolfsii Endopoligalacturonasa 35
E Rhlzoctonia solana Endopoligalacturonasa 4.8
o Mucor puslius Poligalacturonasa 5.0
Poligalacturonasa 10.5
3 g Bacillus sp. Pectato liasa 10.5
| Pectato transeliminasa 9.0
E 3 Pseudomonas syringae Pectato liasa 8.0
Xanthomonas campestris Pectato transeliminasa 9.5
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2 Generalidades sobre hongos filamentosos

El reino Fungi incluye una coleccion heterogénea de organismos heterotréficos que pueden ser
sapréfitos o parasitos, o, menos frecuentemente, simbiontes en una asociacion comensal con otros
organismos. Hablar de hongos implica una gran variedad de formas morfoldgicas, desde levaduras

microscépicas unicelulares hasta hongos macroscdpicos pluricelulares.

Los hongos filamentosos son microorganismos heterdtrofos, morfologicamente complejos, poseen
diferentes formas a lo largo de su cido de vida, desde una estructura bésica (espora) vegetativa
hasta un filamento tubular, es decir la germinacién de una espora reproductiva. La hifa aece, se
ramifica formando una masa de hifas llamada micelio. Dependiendo de las condiciones de
crecimiento, algunas especies de hongos filamentosos pueden crecer como células (divisién tipo

levadura) o como micelio.

Ecolégicamente, los hongos, son formas de vida muy exitosas capaces de desarrollarse en

ambientes hostiles para otras formas de vida.

Los hongos filamentosos son explotados para aplicaciones biotecnoldgicas, principalmente, como por
ejemplo produccién de allmentos, bebidas, acidos organicos, enzimas, polisacéridos y antibidticos,
agentes de control bioldgico como pesticidas. Poseen un amplio arreglo de metabolitos secundarios
y algunos poseen mecanismos de secrecion de proteinas usados para la expresién de productos
genéticos homélogos y/o heterdlogos.

2.1 El micelio

La unidad funcional del micelio es la hifa. La hifa se describe como una célula cilindrica que
incrementa su longitud por crecimientos de uno de sus extremos. Presenta un area de superficie
donde las sustancias son intercambiadas con el medio ambiente, los materiales necesarios para la
biosintesis y desarrollo del hongo son absorbidos del medio y excretados al mismo. Asi mismo
existen flujos citoplasmaticos que llevan materiales de metabolismo a través de toda la hifa. Al
conjunto de hifas se le conoce como micelio. El micelio es la estructura somatica de los hongos, es

decir cuando se encuentran en un estado vegetativo.
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El micelio es una estructura que en términos de requerimientos nutricionales es muy demandante
conforme crece. Cuando el medio no le provee suficientes requerimientos nutricionales del micelio,
el hongo recurre a formar esporas, una forma eficlente de ahorro de energfa y nutrientes.

2.2 Laespora

Es una estructura altamente especializada para la reproduccién, supervivencia y distribucién de los
hongos filamentosos. Se caracteriza por un minimo gasto metabélico, bajo contenido de agua y
poco o nulo movimiento citoplasmatico, Las esporas asexuales se producen por division mitética,
mientras que las esporas sexuales se dividen por meiosis y como tal son capaces de proveer nuevas
recombinaciones genéticas. Aparte de su funcién ecoldgica de propagar en la naturaleza distintas
especies de hongos, las esporas son muy utilizadas en el laboratorio para el mantenimiento de
cuitivos o como indculo para producir biomasa en procesos experimentales o industriales.

Se considera que todas las esporas muestran cierto grado de inactividad debido a que no se
involucran en la sintesis de nuevo material celular y tienen una actividad metabélica reducida.
Bésicamente existen dos tipos de inactividad: la constitucional y la exégena. En la inactividad
constitucional las esporas no germinardn cuando se encuentran bajo condiciones ambientales
adecuadas ya que primero requieren un proceso de activacion para superar el estado innato de
inactividad que puede ser una barrera para que los nutrientes penetren. Por otro lado, en la
inactividad exdgena las esporas se encuentran inactivas debido a condiciones fisicas y/o quimicas
desfavorables, de tal forma que al encontrar condiciones favorables creceran. La germinacién es
controlada por la necesidad de factores de crecimiento externos, mientras que en la inactividad
constitucional existe una barrera entre los factores de crecimiento ambientales y los procesos de
iniciacién germinativa.

Cuando todas las barreras de inactividad se han superado, las esporas normalmente requieren de un
nivel de humedad y temperatura favorables con ciertas sustancias del medio ambiente para iniciar ef
proceso de germinacion. La respiracion aerdbica aparentemente es un requisito para la mayor parte
de las esporas al iniciar la germinacidn, mientras que otras demandan dioxido de carbono. La
mayorla de las esporas requieren una fuente de carbono externa durante la germinacion, mientras

que otras adaptan sus reservas de carbono necesitando solamente agua.
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La germinacién basicamente se compone de muchos procesos y cambios que ocurren durante la
reactivacién del desarrollo o crecimiento de una estructura en reposo y su subsiguiente
transformacién morfolégica en una estructura diferente (micelio). En los hongos filamentosos lo
anterior involucra el cambio de una espora no polar a un tubo germinal polar que continuara
creciendo por extension de la punta. Las esporas pueden considerarse como €l principio y el fin dei
ciclo de desarrolio del hongo. El crecimiento de la espora ocurre de forma esférica, el nuevo material
de la pared celular recae en toda la superficie interna de la espora.

La germinacién también tiene efecto sobre la sintesis de proteina, ARN y ADN. Estudios realizados
han demostrado que esporas sin germinar contienen todos o la mayoria de los componentes para
llevar a cabo la sintesis de proteinas como son ribosomas, ARNt, sintetasas y enzimas de
transferencia. La proteina que se involucra en el tubo germinal inicial aparentemente se sintetiza en
un ARN mensajero estable presente en la espora inactiva.

2.3 Lapared celular

En los hongos la pared celular primeramente sirve como proteccion y separacion de la célula con el
medio ambiente. Asi mismo, una pared celular rigida determina la forma de la célula. La pared
celular es una estructura dindmica compleja, sitio de actividad enzimética a su vez. Las
macromoléculas estructurales son quitina y celulosa con otros polisacaridos, proteinas y lipidos.

2.4 Fermentaciones de hongos filamentosos

Las fermentaciones son procesos metabdlicos que pueden emplearse para la obtencién de productos
de interés industrial aprovechando las ventajas inherentes de los microorganismos, es decir, su
crecimiento a temperatura ambiente (o temperaturas relativamente moderadas) y empleo de medios
acuosos. La resultante del proceso sera metabolitos en bajas concentraciones en el medio. Para
mejorar la productividad del proceso se plantea el uso de cepas altamente productoras y medios

que promuevan la sintesls del metabolito de interés.
En las fermentaciones se pueden producir metabolitos primarios como &cidos orgénicos

(principalmente &cido citrico), metabolitos secundarios como los antibiéticos, anillos B-lactamicos,

péptidos ciclicos, policétidos, polienos y enzimas extracelulares.
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El proceso de fermentacidn en un hongo filamentoso consta de 4 fases:

a.

Fase lag o de pregerminacion, donde las células fingicas o esporas se adaptan al nuevo
ambiente. Esta fase incluye el inicio de la produccidn enzimatica e intermediarios que
apoyan el crecimiento. La duracién de esta fase no solo depende del estado fisiologico del
hongo sino también de las caracteristicas macroscopicas del inéculo, es decir un indculo de
esporas requiere un periédo de germinacion, la inoculacion de micelio en forma de pellet
requiere previamente una disrupcion mecanica, para posteriormente iniclar su desarrollo.

Fase exponencial, el incremento de biomasa depende de la velocidad de reproduccion, el
ambiente fisicoquimico. Una reduccién en la veloddad de crecimiento quiere decir que existe
un ambiente desfavorable para el crecimiento que se puede deber a nutrientes limitados, pH
adverso, acumulacion de productos metabdlicos finales. La velocidad de crecimiento se

define por el modelo de Monod:
H = Hmax (S/ks+S)

y: tasa de crecimiento

Hmax: tasa de crecimiento maxima espedifica
s: concentracion del sustrato

kst constante de saturacion

La k; de Aspergillus niger en glucosa es de 5mg/L y la Umax € de 0.1785 h, si la
concentracién de glucosa es de 10 mg/L, la velocidad de crecimiento es de 0.119h™.

Si existe una acumulacidén de masa de hifas existe un almacenaje de material lo que provoca
un metabolismo enddgeno, las hifas comienzan a lisarse y asi mismo a liberar nutrientes lo

cual permite el desarrollo de nuevas hifas.

La formacién de masas de micelio o pellets depende de la naturaleza del indculo,
constituyentes del medio, caracteristicas fisicas del medio como pH y temperatura. El
crecimiento morfologico tiene un efecto significativo en la reologia (viscosidad) del caldo de
fermentacidn lo que afectara el desempefio del biorreactor. Al incrementarse la viscosidad
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se obtiene un impacto negativo en las propiedades de transferencia de masa del caldo de
cuitivo.

¢. Fase de desaceleracion
d. Fase de tasa de crecimiento constante
El proceso de fermentacion considera las siguientes variables:
+ Medio de cultivo
Las propledades del medio de cultivo que son fundamentales para las fermentaciones son:
+  Viscosidad
*  Solubilidad
= Temperatura
< Formacién de espuma
~  Costo
+  Inédculo:
El desarrolio de un inéculo de esporas se consigue més efectivamente en un cultivo sumergido con

las condiciones de esporulacidn convenientes, a una temperatura entre 20°C y 40°C velocidad de

agitacion entre 50 rpm a 300 rpm.

28



El género Aspergillus

3 El género Aspergillus

El nombre del género Aspergillus data del siglo XVIII, Micheli lo describié como “cabeza rugosa” al
observar sus esporas unidas a los conidiéforos (Micheli, 1729),

Pertenece al subreino Eumycota que contiene microorganismos uni o pluricelulares, heterétorofos,
con nutricion por absordén. La subdivisién a la que pertenece este género es Deuteromicotina o
Fung/ Imperfecti que Incluye a hongos que solo se reproducen por mecanismos asexuales, es decir
por conidias; aungue algunas espedies de Aspergillus presentan teleomorfismo, es decir pueden
reproducirse sexualmente. La dase de Aspergi/llus es Hifomicetes, que producen conidiéforos como
parte del micelio. El género Aspergillus se divide en seis subgéneros Circumdali Fumigati
Ndulantes, Omati, Aspergillusy Clavati (Gams et aj, 1985).

La tipica estructura morfologica de los hongos pertenecientes al género Aspergiflus consiste de un
conidiéforo, estructura de sostén, que parte de un micelio de pared gruesa llamada células-pie. Los
conidiéforos no son septados, alargados, que terminan en una vesicula globosa, a lo largo de la
superficie de la vesfcula se localizan las métulas, que a su vez sostienen a las fidlides. Las conidias
son producidas desde las puntas de las fidlides, son estructuras globosas de 4 a 5 ym de diametro
de superficie lisa u ormamentada. Las células de Hiille son células de pared gruesa, especializadas,
que protegen las estructuras sexuales, se forman a partir de una extremidad de una hifa
especializada. En la Figura 4 se puede observar esquematicamente la morfologia de los hongos del
género Aspergillus, asi mismo en la Figura 5, se aprecia una micrografia electronica del hongo.

o —
Conicid®oro
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Figura 4. Representacién microscopica de Aspergillus sp.

Céluylaz de Holte
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Figura 5. Microscopia electronica de Aspergillus sp. (Cortesia de Schimmel y Schimmelpilze)

El miicelio forma filamentos septados ramificados con cierto crecimiento atipico polarizado. La
reproduccién puede ser teleomorfica (sexual) o anamdrfica (asexual). El estado conidial representa

la fase reproductiva predominante.

Los hongos del género Aspergifius son sapréfitos, su habitat mas comun es el suelo, son importantes
agentes de descomposicion y reintegracion de materia organica al medio. Asi mismo existen

especies parasitas de plantas y animales.

El diclo de vida de los hongos del género Aspergilius comprende dos etapas, una etapa asexual y
otra sexual. La etapa asexual consiste en la produccién de esporas por mitdsis, también se le llama
a esta etapa conidiacién. Por su parte, la fase sexual forma un cleistotedo, una estructura esférica
formada por una red de hifas dentro de la cual se desarrollan esporas derivadas de un proceso de

meiosis. No todos los hongos del género son capaces de reproducirse sexualmente.

El género Aspergillus es usado industrialmente para la produccién de metabolitos primarios como
acidos organicos, vitaminas, acidos grasos, aminodcidos y enzimas (Tabla 3). La modificacion de
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cepas es necesaria para obtener una produccion a gran escala. Una de las sustancias producidas por
Aspergillus es el acido citrico muy utilizado en bebidas, cosméticos y medicamentos, la especie que
mas produce este compuesto es A. niger. Mientras que A. niger es ampliamente explotado en la
industria de alimentos y bebidas, otras especies como A. oryzae son explotados por su produccion
enzimatica.

Tabla 3. Algunos ejemplos de enzimas del género Aspergilius de interés industrial

Enzima Fuente Acclén catalitica Ejemplo de uso
Oxida glucosa de D-
glucano-d-lactona Andlisis de glucosa en
Glucosa oxidasa Aspergllilus niger liberando peréxido de sangre
hidrégeno
descg?nmllz?cilg n de Remocién de H,0, de la
Catalasa Aspergillus niger posiaon leche después de la
perdxido de hidrégeno ;
p esterilizacion
a oxigeno y agua
Degrada los enlaces a-
1,4 de la mokécula de . .
a-amilasa Asperglflus oryzae almidén resultado una Produccién de jarabe
de maitosa
mezda de
maltodextrinas
Libera glucosa de los ) .
Glucamilasa Aspergillus niger extremos de las Producdion de jarabe
; de glucosa
cadenas de aimidén
p-glucanasa Aspergillus niger Hidrdlists ;_el Igs enlaces Filtracion de cerveza
Tricoderma spp.
Celulasa Asperglilus spp. Degrzcla lf)i;e:(l)zoes B Digestivos
Penicillum spp. gl
M o b Bdmcdony
Pectinasa Aspergillus spp. ! darificacion de jugo de
galacturénico de -
frutas y vinos
pectina
Lactasa Aspergillus niger Hidrdlisis de lactosa Pro cesa:jneielrjectc:] 3 € suero
Liberacién de 4cidos .
Lipasa Aspergillus spp. grasas de ésteres Potenciador del sabor
. del queso
glicéricos
Produccién de soya
Proteasa fiingica Aspergillus oryzae Actividad proteolitica Mejoramiento de masa
para panes
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3.1 Pectinasas presentes en el género Asperqillus.

El género Aspergillus es un importante microorganismo productor de pectinasas. Las pectinasas que
sintetiza para hidrolizar el esqueleto de la region lisa son pectin liasas, pectato liasas y
poligalacturonasas, llevando a cabo el mismo mecanismo de reaccion que anteriormente se ha
detallado. Se conocen las familias de genes que codifican estas enzimas (Hermsen et a/, 1990;
Bussink et aj, 1991).

En la siguiente tabla (Tabla 4) se pueden apreciar los genes que codifican para estas enzimas.

Tabla 4. Genes codificadores de enzimas pectinoiticas en diferentes especies de Aspergillus.

Especie Enzima Gen
Poligalacturonasa pgal
A. aculeatus Ramnogalacturonasa rhgA
Ramnogalacturonano liasa rhgB
A. flavus Poligatacturonasa pecA, pecB
pgal, pgall
aA, pgaB
Poligalacturonasa (7 tipos) poa’, pga
pgab, pgat
pgac
A. miger Ramnogalacturonasa rhgA, rhgB
/A, pelB
Pectin liasa peid, pek
pelD
Pectato liasa PiyA
aA, pgalB
A. oryzae Poligalacturonasa (2 tipos) poac pg
pecA
A. parasiticus Poligalacturonasa pecA
Poligalacturonasa pgall
A. tubingensis Exopoligalacturonasa pgaX
Exoxilogalacturonano hidrolasa xghA
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El andlisis de la tabla anterior muestra que existe redundancia genética, ya que distintos genes
estan involucrados en la codificacion de una enzima, lo que da ventaja al microorganismo al estar
Involucrado en un proceso saprofitico 0 patégeno con la pared celular vegetal, debido a que puede
producir una gran variedad de enzimas en diferentes condiciones. '

Con respecto a la regulacion de la biosintesis de pectinasas en Aspergillus sp., existen tres tipos de
enzimas extracelulares, las inducibles, las parcialmente inducibles y las constitutivas. En el caso de
las pectinasas, por su aplicacion fisiolégica en los microorganismos, presumiblemente existen en un
nivel basal que permitird la degradacién del sustrato, pueda ingresar a la célula y generar la
induccion (Van der Veen, 1991), es decir un aumento en la concentracién de una enzima como
consecuencia de la presencia de derta sustancia quimica o inductor.

Diversos estudios se han realizado en hongos fitopatogénicos y fitosaprofiticos reportan que existe
cierta correspondencia temporal entre la sintesis de enzimas pectinoliticas y los polisacaridos que el
hongo encuentra en las distintas capas de la pared celular vegetal, la interrogante entonces es cdmo
el hongo es capaz de reconocer el sustrato, siendo este una molécula grande que no puede penetrar
a la célula e inducir la produccién de enzimas que logren degradar al sustrato. La respuesta a
aquella interrogante es un sistema constitutivo de enzimas extracelulares degradadoras de pared
celular, asi los productos de degradacion, moléculas evidentemente mas pequefias, son capaces de
atravesar la membrana celular del hongo e inducir una mayor produccién de enzimas. Se sabe que
el acido galacturdnico es capaz de aumentar la sintesis de enzimas pectinoliticas (Aguilar y Huitrén,
1987).

El nivel basal de concentracién enzimatica se considera como no inducible, la tasa de sintesis es
constante, se ha encontrado en diversos estudios en sistemas microbioldgicos que la mayor parte de
las enzimas sintetizadas corresponden a enzimas inducibles. Asi mismo, existen sistemas de control
que son proteinas reguladoras que Interactian con la molécula inductora, ejerciendo un control
positivo o negativo de la induccién o represion.

Los microorganismos reprimen la sintesis de ciertas enzimas cuando se encuentran en presencia de

glucosa a fin de no efectuar gasto de energia siendo la glucosa un aziicar de poca complejidad, las

enzimas usualmente reprimidas, son utilizadas en el metabolismo de otras fuentes de carbono.
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El sistema de represion de enzimas pectinasas en el género Aspergilius esta dado por la proteina
CreA, (por sus siglas en inglés “Carbon catabolite repressing protein A” o proteina represora de la
catalisis de carbono A), que proviene del gen cre4, la cual se une al ADN (Ruijter y Visser, 1997). En
presencia de sustratos de facil metabolismo como glucosa o fructosa, la proteina CreA reprime ia
expresion de ciertos genes al unirse a sitios especificos en las regiones promotoras del gen.

Otro factor que afecta la expresién de algunos genes que codifican para pectinasas (en general para
las enzimas degradadoras de polisacaridos de pared celular) de Aspergillus sp., es el pH. La proteina
responsable de dicha regulacién es la PacC, que se une al ADN, la cual es activa en un pH alcalino y
tiene una funcién dual, por un lado activa la expresion de genes que codifican para enzimas
alcalinas y por otro reprime la expresion de genes que codifican para enzimas acidas. La
endopoligalacturonasa es una enzima que ha sido reportada como reprimida por la proteina PacC
(Kojima et al., 1999).

3.2 Inmunoquimica de Ia pared celular de Aspergillus

La mayoria de estudios de capacidad antigénica de Aspergillus se han realizado en especies
patogénicas a fin de desarrollar una herramienta de diagnéstico i sitv (Levitz y Diamond, 1985). Sin
embargo, dichos estudios han arrojado semejanzas entre la capacidad antigénica de especies
patégenas y la capacidad antigénica de especies sapréfitas. Estos estudios han evaluado la
capacidad antigénica de la pared celular.

La pared celular de las esporas o conidias es distinta a la de las hifas ya que durante a germinacion,
la pared celular sufre acelerados y drasticos cambios. La pared celular de las esporas contiene
menos proteina que la pared celular del micelio. Existe una lisis enzimética a medida que ocurre la
extensién hifal.

Quimicamente Aspergillus pertenece al grupo de hongos que se caracterizan por paredes celulares
de quitina y glucano. La pared celular de las hifas consiste de a-glucanos y glicoproteinas, que
incluyen peptido-galactomananos. Las glicoproteinas tienen diversas funciones en la pared celular
como el reconocimiento de sistemas y por otro lado como determinantes antigénicas. En la mayoria
de las glicoproteinas, la parte proteica representa la parte funcional, mientras que el carbohidrato
contribuye a la estructura terciaria de la proteina y asi modifica la molécula para hacerla mas estable

34



y fadl de secretar. El esqueleto de la pared celular comprende polisacaridos altamente cristalinos
como quitina, Los galactomananos contienen unidades de o-D-manopiranosilo ligadas a B-D-

galactofuranosilo.

Inmunoguimicamente un peptido-galactomanano, tanto de micelio como de esporas, puede generar
reacciones de hipersensibilidad inmediatas. La reaccién inmediata se asocia a la parte del
galactomanano y una reaccion retardada se debe a la parte proteica (Azuma et a/, 1968). Al incubar
tubos germinales (esporas en estado de germinacién) e hifas ramificadas con suero de pacientes
con aspergilosis (provocada por la aspiracion de Aspergillus fumigatus) que desarrollaron
anticuerpos contra Aspergillus, se obtuvo una reaccién con los antigenos de superficie de ambas
estructuras (Jonh et aj, 1984), el estudio anterior se llevé a cabo por imnufluorecencia para
determinar que la reaccién antigeno-anticuerpo se habia llevado a cabo con los antigenos de

superficie.

Asi mismo, existen estudios (Aguilar y Huitron, 1993) que refieren enzimas pectinoliticas como la
exopectinasa parcialmente unidas por interacciones idnicas a la pared de la espora y a la del micelio.
Lo anterior se concluyd por el tratamiento de ambas estructuras con detergentes ionicos y enzimas

liticas de la pared celular.

En diversos estudios se encontraron las mismas zonas antigénicas en extractos de esporas y micelio
de A. nidulans que las encontradas en diversas especies patogénicas de Aspergillus. Lo anterior
sustenta el hecho de que diferentes especies de Aspergillus comparten epftopes antigénicos (Puente
et al, 1991).

35



11 Objetivos

1.

Objetivo

Establecer las condiciones de produccion de la enzima endopoligalacturonasa, sintetizada por

Aspergillus sp. FP-500.

1.1

Objetivos particulares:

Determinar la fuente de carbono mds adecuada para la obtencién de altos perfiles de
produccion de endopoligalacturonasa a partir de fermentaciones de Aspergillus sp.

Disefiar un protocolo sencillo para la purificacion de la enzima endopoligalacturonasa.

Determinar la presencia de enzimas constitutivas de Aspergillus sp .degradadoras de

polisacdridos de pared celular de plantas.

Obtener anticuerpos contra diferentes estructuras celulares (esporas y micelio) de Aspergillus
sp. y enzimas extracelulares degradadoras de polisacaridos de pared celular de plantas, a fin
de proveer herramientas y sentar las bases de la produccién de anticuerpos contra enzimas
degradadoras de pectina producidas por Aspergilius sp.
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III. Materiales y métodos

1. Microorganismos

Se utiliz la cepa FP-500 silvestre del género Aspergillus sp aislada de frutos y materia orgénica en
estado de descomposicion. La cepa se mantuvo viable mediante resiembras periddicas en placa con
medio agar papa dextrosa (PDA), se almacend a 4°C.

1.1  Indéculo

Como indculo para las fermentaciones se utilizaron las esporas obtenidas de placas de medio sdlido
(Agar papa dextrosa, PDA). Estas fueron cosechadas con solucion salina (0.9% P/V) Tween 80 al
0.005 V/V estéril. La concentracion de esporas se determind usando una cdmara de Newbauer, Se
inoculd la cantidad necesaria de suspension de esporas para alcanzar una concentracion final de

1x10° esporas por mililitro de cultivo.

En algunos casos las esporas se lavaron exhaustivamente con solucién salina (0.9% p/v) estéril,
centrifugando y resuspendiendo el botdn por siete veces, a dichas esporas se les flama esporas

lavadas.
2. Medios y condiciones de cultivo

El medio de cultivo utilizado para la seleccion, cultivo y mantenimiento de Aspergilius sp. FP 500 fue
el Agar papa dextrosa (PDA). Los cultivos en medio sélido se incubaron en una estufa a 37°C por 72

horas.

Para cultivar al microorganismo en medio sumergido y llevar a cabo la produccion de enzimas
pectinolfticas se utilizé el medio basal compuesto de: K,HPO, al 0.2%, KH,PO, al 0.2% y (NH,),S0, al
0.5% y como fuente de carbono se utilizaron:

= Pectina de frutos cltricos Sigma-Aldrich® con un grado de esterificacion del 61%.
«  Pectina de frutos cftricos Sigma-Aldrich® con un grado de esterificacion def 46%.
*  Glucosa (Dextrosa anhidra Baker®).

+ Residuo seco del procesamiento de la uva.

37



Materiales y Métodos

Todas las fuentes de carbono se adicionaron al 1% p/v. El medio de glucosa al 1% se suplemento
con extracto de levadura al 0.1% p/v. E! volumen final de todos los medios fue de 100mL, se

prepararon en matraces Erlenmeyer de 500 mL.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y se utilizé agua destilada para ia preparacion
de todos los medios.

Los cultivos sumergidos se incubaron a una temperatura 37°C por 72 horas, con agitacion
reciprocante a 200 rpm. Se tomaron muestras de 10 mL cada 24 horas para determinar el
crecimiento celular, actividad enzimatica, pH, consumo de sustrato, etc.

La esterilizacion de todos los medios y otras soluciones se llevé a 121°C y una atmdsfera durante 20

minutos.
3. Determinacion de biomasa

En medio liquido ta biomasa fue determinada por la técnica de peso seco, para lo cual se tomaron
muestras de 5 mL de cultivo cada 24 horas durante la fermentacién y se filtraron a través de una
membrana Millipore® de 5.0um, previamente pesada. La biomasa retenida en la membrana fue
secada en una estufa a 80°C hasta obtener un peso constante.

4. Determinacion de azicares reductores

Los azlcares reductores fueron determinados directamente en filtrados libres de células, usando el
método de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller, 1959). Los productos de degradacin de la pectina
fueron expresados como acido galacturdnico, en los casos de fermentaciones que emplearon pectina
o residuo de uva como fuente de carbono. En el caso de glucosa como fuente de carbono, la
determinacion de azicares reductores residuales se llevd a cabo correladonando con una curva

patrén de glucosa.
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5. Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad exopectindlitica fue determinada por la cuantificacion de los azlcares reductores
producidos a partir de la reaccién de las enzimas. El sistema de reaccién consistié de una solucién de
pectina (0.5% p/v) disuelta en solucion amortiguadora de acetatos 100mM pH de 5 y 0.1mL de
filtrado libre de células. Se incuba a 45°C durante 20 minutos, se centrifuga y se miden los azicares
reductores mediante el ensayo de DNS (Mitler, 1959) producidos durante la degradacién del sustrato.
Posteriormente se mide la absorbancia del sistema de reaccién a una longitud de onda de 575 nm.
Una unidad de actividad exopectinolitica esta definida como la cantidad de enzima que catalizo la
formacion de 1.0 pmol de acido galacturdnico bajo las condiciones del ensayo.

La actividad endopectinolitica producida en medio liquido se evaltia por el cambio de viscosidad de
una solucién de pectina al 1% p/v disuelta en una solucion amortiguadora de acetatos - satina a pH
de 4.2 y una temperatura de 30°C, en un viscosimetro de Oswalt (Kimax®). Se utilizan 500 pL de
filtrado libre de células en 10 mL de la solucion de pectina durante diferentes tiempos de reaccion.
Se mide el tiempo de reaccién y el tiempo que tarda en fluir la solucién de pectina una distancia
fija del viscosimetro. Una unidad de actividad endopectinolitica se define como la cantidad de
enzima que redujo en un 50% la viscosidad de la solucidn de pectina, en un tiempo de 10 minutos
(Aguilar et a/, 1991).

6. Determinacién de proteina

La determinacion de la concentracin de proteina se realizé mediante el método de Lowry (Lowry
et al, 1951). La valoracion se hizo respecto a una curva patrén hecha con proteina de alblimina
sérica bévina en un rango de concentracién entre 0.025 a 0.1 mg/mL.

7. Fraccionamiento del filbrado enzimatico por cromatografia de

intercambio iénico

Con el objetivo de fraccionar el filtrado enzimatico para obtener la enzima endopoligalacturonasa se
utilizé la cromatografia de intercambio 6nico. Se utilizaron dos resinas idnicas, la Streamline ™ SP,
resina con grupos cationicos fuertes y la Streamline ™ Q XL, resina con grupos anionicos fuertes

(ambas de la marca Amersham Bioscience®).
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El filtrado enzimatico crudo se dituyd 1:1 con agua destilada, se ajusto el pH a 6 con NaOH diluida y
se adicion6 resina Streamline ™ SP al 1% y permanece toda la noche con agitacion constante en
refrigeracién. El filtrado enzimatico se separd de la resina Streamline ™ SP por decantacion y
centrifugacion. A este filtrado tratado se le adicioné la resina Streamline ™ Q XL al 1% y permaneci6
toda la noche en agitacion constante en refrigeracién. Se decantd el sobrenadante y se recupera la
resina en el menor volumen posible. La resina se empacd en una columna y la proteina retenida se
eluyd con solucién de NaCl 1M. La proteina recuperada se dializ6 contra buffer acetatos a pH 6.

8. Determinacion de la actividad enzimaitica a diferente pH y temperatura

La actividad de la preparacion enzimatica purificada fue determinada a partir de mediciones a
diferentes temperaturas y pH. Las temperaturas probadas fueron 40°C, 50°C, 60°C, fijando el pH del
sistema de preparacion a 5. Para determinar la actividad ante diferentes pH, se fij la temperatura
del sistema a 50°C y se midié la actividad a valores de pH de 3, 4, 5, 6 en un medio de solucién
amortiguadora de acetatos 100mM ajustada al pH correspondiente de cada determinacidn, asi mismo
se determind la estabilidad de la enzima exopectinolitica a pH 8, en medio de solucién amortiguadora
de fosfatos 100mM.

La actividad endopoligalacturonasa, fue evaluada variando el pH del sistema de reaccion a 3, 4.2, 5,
6, en medio de solucion amortiguadora acetatos-salina ajustada al pH correspondiente. La
temperatura en esta determinacién permanecio constante, a 30°C. No fue posible evaluar la actividad
endopoligalacturénica a diferentes temperaturas ya que la temperatura altera significativamente la
viscosidad de la solucién de pectina.

9. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

La electroforesis se llevé a cabo en condiciones desnaturalizantes de acuerdo al método descrito por
Laemmli (1970). Los geles contenian acrilamida al 10% p/v y bis-acrilamida al 2.7% p/v (Bio-Rad
Laboratories). Se adicioné a las muestras amortiguador de muestra formado por SDS al 4% p/v (Bio-
Rad Laboratories®), solucién amortiguadora Tris-HCl 125 mM a pH 6.8 y azul de bromofenol al
0.005% p/v. La electroforesis corrié a una corriente constante de 40 mA por un tiempo de 1 a 1.5
horas a través de una unidad de geles verticales de 1.5 mm Migthy Small SE-245 (Hoefer Sci Ins
USA®). Después de ese tiempo los geles fueron sumergidos en solucién de tincién, que contenia azul
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de Coomassie R-250 (Bio-Rad Laboratories®) al 0.125% p/v, metanol al 50% v/v y acido acético al
10% v/v durante 1 hora para después ser destefiidos con una solucién de &ddo acético al 10% v/v.

10.Determinacién de actividad enzimatica “in situ” sobre gel de SDS-
PAGE (zimograma)

Se corrieron geles SDS-PAGE en las condiciones ya descritas, con la diferencia de no sumergirias en
solucién de tincidn, sino en soluddn amortiguadora renaturalizante (Tris 100mM pH 6.8) y se
mantuvieron a 35°C + 2°C y agitacion de 20 rpm durante 1 a 1.5 horas. Posteriormente, el gel se
incuba en una solucién de sustrato pectina al 1% p/v a un pH=>5, disuelta en solucién amortiguadora
de acetatos 100 mM durante toda la noche a temperatura amblente. Pasado este tiempo el gel se
tind con el colorante especifico para pectina, Rojo rutenio (Sigma®) al 0.05% p/v. El gel se destifié
con lavados con agua destilada. Esto permite observar bandas de con actividad enzimatica. Cada vez
que se corre un gel para determinar protefna, se corre uno andlogo para determinar actividad
enzimatica, los geles pueden ser superpuestos revelando qué proteinas corresponden a las enzimas
hidroliticas del zimograma.

11.0btencién de anticuerpos

Los antigenos empleados en la inmunizacion fueron:

»  Suspensién de esporas intactas no germinadas, dicha suspensién contenia 5 x 108,

+  Micelio proveniente del crecimiento de esporas de la cepa FP-500 en pectina como fuente de
carbono, por 24 horas. Una vez cosechado el micelio, éste fue lavado exhaustivamente y
liofilizado. Se utilizaron 25 mg de micelio liofilizado para fa inoculacion.

»  Filtrado enzimatico producto de fermentaciones en medio de pectina y en medio de glucosa
de la cepa FP-500. Fueron Inoculados 200pL de cada filtrado enzimatico en cada inoculacién,

Para la produccion de los anticuerpos se utilizaron conejos machos Nueva Zelanda blancos. La via de
administraddn de los antigenos fue subcutdnea. Se inocularon con 1 mL de adyuvante de Freund
completo en la primera inmunizacién y 1 mL de adyuvante incompleto de Freund en las siguientes
tres inmunizaciones. Los adyuvantes fueron administrados junto con los antigenos para disminuir la
alta difusibilidad y formar una emulsién con los antigenos solubles, lo anterior para aumentar el

tiempo de disponibilidad del antigeno en la zona inoculada.
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Después de siete dias de la cuarta administracion, al cabo de siete dias se obtuvo la sangre de cada
conejo, de la cual se separé por centrifugacion el paquete celular, para obtener el suero que
contiene los anticuerpos. A partir del suero se precipitaron los anticuerpos con (NH,),S04. El paquete
resultante después de centrifugar a 10,000 rpm, se resuspendié en solucién amortiguadora de
fosfatos salina (PBS) y se dializa exhaustivamente para eliminar el exceso de (NH,),SO4 para
posteriormente liofilizarios para su conservacion.

12.Prueba de especificidad de anticuerpos
12.1 Doble inmunodifusion radial u Ouchterfony

La prueba de anticuerpo vs. antigeno se lievé a cabo por el método de inmunoprecipitacion por doble
difusién, o también llamado Ouchterlony, una prueba semicualititativa. Consisti0 en preparar una
placa de agar al 0.9% p/v disueito en solucién amortiguadora fosfatos salina (PBS), la altura de la
agarosa es de aproximadamente 4 mm. La placa se orada con 5 cavidades de un mismo didmetro y
misma profundidad (aproximadamente 20pL), una al centro y 4 mas distribuidas de forma
concéntrica. En la cavidad central se sitio el anticuerpo, concentracion fija de 1mg/mL (disuelto en
PBS), y en las cavidades periféricas el antigeno en diferentes concentraciones (disuelto en PBS).
Ocurre la reaccion cuando las concentraciones equivalentes de ambos se encuentran al difundir a
través del agar, como producto de la reaccién se formard una banda de precipitacién. Si no se
apreciara la reaccién a simple vista puede revelarse con Azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad
Laboratories®) al 0.125% p/v, metanol al 50% v/v y acido acético al 10% v/v durante 1 hora para
después ser destefiidos con una solucién de acido acético al 10% v/v.

12.1.1 Ruyptura de esporas

Esta técnica se llevé a cabo para probar la especificidad de los anticuerpos contra esporas hacia la
pared celular de las esporas y no como un antigeno para produdr anticuerpos. A partir de una
suspension celular de esporas lavadas, se agregé un volumen similar de pequefias esferas de vidrio,
por un minuto se dejan chocar unas con otras mediante un Vortex y posteriormente se dejaron
reposar otro minuto, y asi se continlio hasta completar 8 minutos de agitacién. Finalmente se
rectificé en el microscopio que la ruptura se haya llevado a cabo.
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12.2 Inmunoblot

Los antigenos fueron fijados en una membrana de nitrocelulosa, las membranas se bloquearon con
solucién bloqueadora (solucién amortiguadora Tris/HCl salina con Tween 20 0.5 v/v y 0.3% de
gelatina w/v), posteriormente las membranas se incubaron con el anticuerpo a la concentracion que
requirié el experimento disuelto en solucién amortiguadora Tris/HCl salina con Tween 20 0.5 v/v y
0.1% de gelatina w/v. Al cabo de una noche de incubacién, las membranas se lavan
exhaustivamente y se incuban con el segundo anticuerpo, el IgG (anti IgG de conejo) acoplado con
la enzima peroxidasa de rdbano (Sigma-Aldrich®) por dos horas, para llevar a cabo la reaccién de
identificacion se utilizé como sustrato de la peroxidasa H,0,, para detectar_ la reaccion se utiliza 4-
cloro 1-Naftol (Sigma-Aldrich®), CoCl, todo disuelto en solucién amortiguadora de fosfatos salina.
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IV. Resultados y Discusion

1. Determinacén del tipo de indculo y fuente de carbono

Dado que el grado de esterificacion de la pectina puede influir en fa producclén de las enzimas
pectinoliticas, se evalud el efecto de esta caracterfstica utilizando pectinas con grado de esterificacion
diferente, usando pectina al 46% y 61% de esterificacién. Adicionalmente se evalud el efecto del
lavado de las esporas ya que al cosecharlas de las placas arrastran residuos del medio que pudieran
contener nutrientes y/o algunas enzimas adsorbidas que pudieran interferir en el desarrollo del hongo
en las etapas iniclales de la fermentacidn y limitar la sintesis de las enzimas. Para eliminar estos
residuos, las esporas se lavan con soludén isotbnica de NaCl por centrifugacion.

A ocontinuacidn se presentan los resultados de los pardmetros estudlados durante la fermentacién:

En la figura 6 podemas apreciar el crecimiento en los dos tipos de pectina y el efecto de lavado sobre
las esporas.
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Figura 6. Comparacién de desarrollo celular entre dos tipos de pectina y efecto de lavado sobre las esporas.
P61L; pectina con 61% de esterificaddn, esporas lavadas, P61NL: pectina con 61% de esterlficacién, esporas no
lavadas. P46L: pectina con 46% de esterificacidn, esporas lavadas. P46NL: pectina con 46% de esterificacién,
esporas no lavadas.



Determinacion de tipo de indculo y fuente de carbono

Podemos apreciar que el crecimiento celular en la pectina con 61% de esterificacion es mayor,
aproximadamente por 1 mg/mL a las 72 horas con respecto al crecimiento en pectina con 46% de
esterificacién. Un mejor desarrollo celular es benéfico para la fermentacién a fin de recuperar mas
enzimas extracelulares.

Al evaluar la conveniencia de llevar a cabo un lavado exhaustivo a las esporas cosechadas, a fin de
que no interviniera en su crecimiento el medio en el cual se hablan desarrollado iniclalmente, se
aprecia que en ninguna condicion de grado de esterlficacién de pectina se observan diferenclas entre
llevar a cabo el lavado o no, el crecimiento sigue el mismo comportamiento bdsicamente y en ambos
tipos de pectina se llega a una concentracion de micelio muy similar.

A fin de determinar el perfil de azucares reductores, cada 24 horas de fermentacién se analizaron los
azucares reductores del medio.
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Figura 7. Comparacion del perfll de aziicares reductores entre dos tipos de pectina y el efecto de lavado sobre
las esporas. P61L: pectina con 61% de esterificacién, esporas lavadas. P61NL: pectina con 61% de
esterificadon, esporas no lavadas. P46L: pectina con 46% de esterificacion, esporas lavadas. P46NL: pectina con
46% de esterificacién, esporas no lavadas.

En la Figura 7 se puede apreciar que el perfil de reductores mas alto alcanzado es el de la
fermentacién en el medio con pectina con 46% de esterificaclén con esporas no lavadas. Asi mismo
el comportamiento del perfil de azlcares reductores es similar usando ambos indculos, excepto en la
fermentacién con pectina con 46% de esterificaddn y esporas lavadas.

45



Determinacion de tipo de inéculo y fuente de carbono

Durante las primeras etapas de la fermentacién, apredamos que la sintesis de enzimas pectinoliticas
y la actividad de éstas generan aziicares reductores, ya que apreciamos una generacion maxima de
azicares reductores, lo que nos esta hablando de un balance entre la producciébn de enzimas
pectinoliticas y el consumo de productos de degradaciéon. Se aprecla un consumo que se va
Incrementando hadia las Ultimas horas de la fermentacion, a medida que el credmiento va
aumentando y la demanda de nutrientes se intensifica. Este comportamiento se aprecia similar en las
fermentaciones con pectina con 61% de esterificacion y con pectina 46% de esterificacion esporas no
lavadas. Para la fermentacion en pectina con 46% de esterificacion y esporas lavadas, el consumo es
mayor hacia las 48 horas de aredmiento, llegando casi al minimo de grupos reductores en el medio,
lo cual se complementa si apreciamos la curva de crecimiento celular, donde el comportamiento
sigue un patrén lineal y no estacionario como el resto de las condiciones evaluadas, es decir la

demanda de nutrientes es proporcional al crecimiento celular.

La influenda del tipo de pectina y las condiciones del inoculo en la produccion de enzimas
exopoligalacturonasa y endopoligalacturonasa se observa en las figuras 8 y 9. La actividad se

determiné cada 24 horas.
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Figura 8. Comparacion de la actividad de la enzima exopoligalacturonasa entre dos tipos de pectina y el efecto

de lavado sobre las esporas. P61L: pectina con 61% de esteriflcacion, esporas lavadas. P61NL: pectina con 61%

de esterificacion, esporas no lavadas. P46L: pectina con 46% de esterificacion, esporas lavadas. P46NL: pectina
con 46% de esterificacién, esporas no lavadas.



Determinacion de tipo de indculo y fuente de carbono

La produccién es mas acelerada y mas abundante en pectina con 61% de esterificacidn, alcanzando
su maximo en ambas condiciones a las 72 horas de fermentacion. Los perfiles enzimaticos en ambas
condiciones de indculo (esporas lavadas y no lavadas) en las fermentaciones con este tipo de pectina
poseen diferencias, en las etapas iniciales de la fermentacién la produccion es mas acelerada en la
fermentacion con esporas lavadas, sin embargo al final de la fermentacién la produccion es mayor

oon esporas no lavadas.

En las fermentaciones en pectina con 46% se aprecia un perfil de produccién muy parecido, teniendo
ligeramente una mayor produccién la fermentacion con esporas lavadas, aunque los niveles de

produccién son muy parecidos.

Al comparar el perfit de produccién de enzima exopedtinolitica en pectiha con 61% de esterificadon
con el perfil enzimdtico producido en pectina con 46% de esterificacion, apreciamos que la
produccién en pectina con 46% de esterificacion es notablemente menor que la produccién en
pectina con 61% de esterificacion. Es decir la producddn de ésta enzima se favorece entre mayor sea

el grado de esterificacion.

Si correlacionamos el crecimiento celular en las fermentaciones con los perfiles de enzima
exopectinolitica, encontramos que el mayor crecimiento se detectd en pectina con 61% de
esterificacion y esporas no lavadas, condicidon en la que encontramos la mayor produccion

enzimatica.

En cuanto a la actividad de la enzima endopoligalacturonasa los resultados se presentan en la Figura
9.
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Figura 9. Comparacién de la actividad de la enzima endopoligalacturonasa entre dos tipos de pectina y el efecto

de lavado sobre las esporas. P61L: pectina con 61% de esterificadon, esporas lavadas. P61NL: pectina con 61%

de esterificacion, esporas no lavadas. P46L: pectina con 46% de esterificacidn, esporas lavadas. P46NL: pectina
con 46% de esterificacidn, esporas no lavadas.

Se puede apredar que el perfil de produccién en pectina con 61% de esterificadon sigue un
comportamiento similar. En la fermentadon con esporas lavadas en pectina con 61% de
esterlficacion la produccion es més acelerada hacia las primeras 24 horas. Sin embargo, la produccion
de endopoligalacturonasa en la fermentacién con esporas no lavadas es mayor y mas acelerada
después de las 24 horas. Se alcanza el maximo de produccién con las esporas no lavadas en pectina
con 61% de esterificacién con respecto a las demas condiciones evaluadas.

No se favorece la produccion de la endopoilgatacturonasa en la pectina con 46% de esterificacion tal
como se aprecia en la Figura 9. El perfil enzimético es ligeramente mayor en la fermentacién con

esporas lavadas que con esporas no lavadas.

En base a las condiciones evaluadas en cuanto al crecimiento celular y el perfil enzimatico se
favorecen éstos parametros empleando la pectina de frutos citricos Sigma® con 85% de &cido
galactrudnico y 61% de esterificacidn como fuente de carbono (al 1%) y esporas no lavadas pero
fitradas a través de algoddn estéril, ya que probablemente, con el lavado se eliminan enzimas que se
encuentran acopladas a la pared celular del hongo gue favorecen la generacién de inductores de la
sintesls de enzimas pectinoliticas (Aguilar y Huitrén, 1993).
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2. Fermentacion en diferentes fuentes de carbono

En este experimento se evallo el efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la produccion de
pectinasas. Las fuentes de carbono utilizadas fueron pectina, glucosa y residuo de uva, todas ellas al
1% P/V. Para cada medio de cultivo se utilizé como in6culo esporas no lavadas y para el medio de
pectina se empleo la pectina con 61% de esterificacién, de acuerdo a los resultados obtenidos

previamente.

Se evalud el efecto sobre la produccién de enzimas pectinoliticas de la glucosa como fuente de
carbono a fin de determinar si la cepa FP 500 presentaba enzimas exopectinoliticas o
endopectinoliticas constitutivas y la proporcién de éstas, ya que la produccion constitutiva de
pectinasas ha sido reportada por varios autores (Panda et aj 2004; Parenicova et aj, 1998;
Parenicova et a/, 2000). Para este ensayo el medio de fermentadodn fue suplementado con extracto
de levadura al 0.1%, debido a que en experimentos previos se observé que el crecimiento celular en
glucosa al 1% era muy pobre y el aspecto visual de la fermentacion indicaba cierto estrés celular al
tornarse en una coloracién verde, la adicién de extracto de levadura promovid mejor el crecimiento
celular. También se probd el uso de residuo de uva como fuente de carbono para la produccién de

enzlmas pectinoliticas.

El pH a Io largo de las fermentaciones tendié a bajar, partiendo de un pH aproximado de 4.5 para las
fermentaciones en glucosa y residuo de uva, y para las fermentaciones en pectina de 3.5, hasta un
pH de 2.5 en pectina y glucosa, y de 3.0 en el residuo de uva.

Al inspeccionar visualmente las fermentaciones se observé que el tipo de micelio obtenido en el
medio de pectina fue de diminutas esférulas o pelets suspendidos en el medio, blancos. E! micelio
encontrado en la fermentacion con glucosa y extracto de levadura fue de esférulas o pelets
perfectamente esféricos blancos pequeffos. No fue posible determinar la forma del micelio de la
fermentacién en residuo de uva ya que éste se adhiere a las particulas insolubles-del residuo de uva.
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Figura 10. Comparacién del crecimiento celular entre dos fuentes de carbono.

De acuerdo a la figura 10, podemos observar que las curvas de crecimiento describen un
comportamiento diferente para la fermentacién en glucosa y para la fermentacion en pectina. El
crecimlento en glucosa es lineal, a diferencia de lo que ocurre en pectina. Asi mismo, el crecimiento
es mas del doble en pectina que lo obtenido en glucosa. A pesar de la adicion de extracto de
levadura el crecimiento en glucosa es deficiente, lo cual llama la atencién pues la glucosa es una de

las moléculas mas facilmente asimilables por los microorganismos.
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Figura 11. Comparacién del perfil de az(icares reductores en diferentes fuentes de carbono.
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En la figura 11 se aprecian los perfiles de azicares reductores en cada fermentadon. En la
fermentacién con pectina observamos que la actividad de enzimas pectinolfticas genera azdcares
reductores, algunos de ellos son asimilados y otros simplemente se van acumulando, este
comportamiento es mas evidente a las 24 horas de crecimiento donde se alcanza la maxima
concentracion de azicares reductores en el medio ya que la acumulacién de azicares libres o
reductores se ve beneficiada vs. consumo. Relacionando la curva de crecimiento celular con la de
azicares libres, observamos que unas horas antes de las 48 horas comienza la etapa de
desaceleracion, razén por la cual el consumo desciende con respecto a la fase de crecimiento
exponendal donde el consumo preponderaba sobre la acumulacién. Después de la etapa de
desaceleracion del aecimiento podemos apredar un balance entre consumo y acumulacién de
azticares reductores, ya que la actividad pectinolitica es mayor (como se aprecia en la Figura 12), por
lo tanto la tasa de hidrdlisis aumenta, sin embargo como el hongo sigue un crecimiento constante,
podemos decir que el hongo alcanza un consumo de azicares reductores constante.

En el caso del perfil de azicares reductores en la fermentacién con glucosa al 1%, observamos un
consumo franco de éstos, aunque el consumo es de poco mas del 80% el crecimiento es limitado y
no parece corresponder al nivel de consumo encontrado.

En el caso del reslduo de uva, el nivel de aziicares reductores permanece constante durante toda la
fermentacion. Cabe mencionar que le residuo de uva fue exhaustivamente lavado con agua destilada,
eliminando los azlicares reductores disponibles que pudieran ser utilizados como fuente de carbono
fadimente asimilable que pudiera disminuir la produccién de enzimas pectinoliticas. El estado
constante del perfil de aziicares reductores o libres puede deberse a que la velocidad de degradacion
de la pectina del residuo de uva es igual a la velocidad de asimilacién de los productos de hidrdlisis o
bien a que los sustratos son liberados lentamente de las particulas sdlidas del residuo de uva. Se
cuenta con evidencia de crecimiento celular ya que se produjeron enzimas exopectinoliticas y
endopectinoliticas (Figuras 12 y 13). A diferencia de las fermentaciones en glucosa y pectina que
eran sistemas simples ya que solo existia una fuente de carbono, respectivamente, el residuo de uva
representa una fuente de carbono compleja, ya que se trata de un residuo vegetal con distintos
componentes como celulosa, hemicelulosa, lignina, etcétera, que pueden servir como fuente de
alimento para el hongo y al mismo tiempo producir enzimas pectinoliticas que hidralicen uno de los

sustratos presentes en el medio, tal y como ocurre en la naturaleza.

51



Fermentacion en diferentes fuentes de carbono

A continuaclén se presenta el sequimiento de la actividad exopectinolitica existente en el filtrado libre
de células en las tres fuentes de carbono. (Figura 12)
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Figura 12, Comparacién de la actividad de la enzima exopoligalacturonasa entre tres diferentes fuentes de

carbono.

Como se puede observar en la figura 12 la pectina es el sustrato en el que se produce una mayor
actividad enzimdtica a las 72 horas. SIn embargo, en residuo de uva se obtiene mejor actividad a
tiempos cortos (24 horas y 48 horas). Asi mismo, se aprecia que en el filtrado con glucosa, se logra
detectar cierta actividad enzimatica, aunque no comparable con la actividad en residuo de uva o

pectina.

A pesar que con la pectina se obtiene una mayor actividad a tiempos largos de la fermentacién es
muy importante considerar que el residuo de uva es capaz de soportar la produccién en menor
tiempo que con la pectina. E! alto nivel produccidn de pectinasas a tiempos cortos, oon respecto a la
produccion en pectina, es debida muy probablemente a la baja concentracién de reductores, la cual
no ejerce represion catabolica por fuente de carbono.

£l medio con glucosa registrd niveles bajos de actividad aunque a las 72 horas de la fermentacién se
alcanza un valor apredable. Este comportamiento vale la pena tratarlo de explicar ya que se ha
reportado que las esporas no germinadas de Aspergillus sp. presentan exopectinasas constitutivas
asociadas a la célula y algunos hongos producen exopoligalacturonasas extracelulares constitutivas
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(Agullar y Hultrén, 1993), sugiriendo su participacibn como generadores de inductores para la
produccién del sistema pectinoliico completo.

La actividad endopectinolitica existente en @ filtrado crudo libre de células en las tres fuentes de
carbono.
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Figura 13. Comparacién de la actividad de la enzima endopoligalacturonasa entre tres diferentes fuentes de
carbono.

La produccién de la enzima endopoligalacturonasa en pectina se ve favorecida, sin embargo fa
produccion es més abundante en el residuo de uva. El perflil de producclén en ambos sustratos es
similar, no se alcanza a apreciar un nivel de produccién estacionario hadia el final de la fermentacion

en ninguno de los dos sustratos.

E{ poder inductor de la pectina presente en el residuo de uva sobre la produccion de 18 enzima
endopoligalacturonasa fue mayor que el poder inductor de la pectina. A partr del estudio de este
parémetro podemos apreciar que el tipo de pectina que se encuentra en el residuo de uva es el més
adecuado para la produccién de la enzima endopoligalacturonasa. En base a lo anterior la
preferencia por el sustrato de residuo de uva se puede deber a un grado de esterificacion mayor
que el de la pectina empleada (61%).
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En el caso de la actividad producida en glucosa, se aprecia que a las 72 horas se alcanzan hasta 0.5
U/mL, esta actividad es interesante en cuanto a que el sustrato y la represion catabdlica de
Aspergillus no fomentarian una produccién de enzimas pectinoliticas, sin embargo, como se ha
mencionado anteriormente, existen enzimas acopladas a las esporas que generan inductores para la
sintesis de pectinasas, cuando el medio asi lo requlere. De acuerdo a los resultados arrojados tanto
para la enzima exopoligalacturonasa como para la endopoligalcturonasa, la cepa FP 500 presenta
clerta actividad principalmente a las 72 horas cuando crece en medio de glucosa ya que las esporas
han germinado y liberan al medio dichas enzimas. Sin embargo, por la baja actividad se puede
pensar que no son producidas de novo o bien que son producidas en forma constitutiva a niveles
basales. La complejidad de la pectina hace que se desarrolle una maquinaria multienzimética
compleja, dentro de esas enzimas algunas seran constitutivas y otras inducibles, por lo tanto es
probable que la cepa 500 cuente con este tipo de sistema debido a su comprobada eficiencia en la
produccion de enzimas pectinoliticas. Mditiples formas de enzimas pectinoliticas han sido reportadas
en Aspergillus (Zetalaki, 1976).

3. Fraccionamiento

Uno de los objetivos de esta investigacién fue proponer un protocolo de fraccionamiento o
semipurificadién de la enzima endopoligalacturonasa, para lo cual se desarrollo este experimento.

El filtrado obtenido a las 72 horas de fermentacion con pectina con 61% de esteriflcacion y esporas
no lavadas se sometié al protocolo de fraccionamlento por intercambio idnico, con el propésito de
recuperar la fraccién que contenfa la enzima endopoligalacturonasa. También se utiliz6 e filtrado
enzimatico de 72 horas de fermentacién producido a partir de residuo de uva 1% como fuente de
carbono (donde se produjo la mejor actividad endopectinolitica). A continuacion se presentan los

resultados del fraccionamiento (Tabla 5).
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Tabla 5. Resultados de la semipurificacién o fraccionamiento.

Fuente de Fraccién Actividad total Proteina (mg) Actividad especifica
carbono (U) (U/mgped)

Fc 234.4 32.45 7.22
c SN Sp 155.85 26.35 5.91
}3 SN Q 95.36 22.74 4.19
Eluido Q 19.38 0.5428 35.7
P Fc 889.2 51.45 17.28
9 SN Sp 353.66 31.95 11.07
% 5 SNQ 87.124 23.11 3.77
= Eluido Q 626.81 5.1 122.9

La nomendatura utilizada corresponde a F¢, como e filtrado audo a las 72 horas sin diluir; SN Sp,
sobrenadante de la resina Sp™ (catiénica); SN Q™, sobrenadante de la resina Q™ (anidnica); Q, fraccion

eluida con NaCl IM a través de la columna con resina Q™.

La siguiente figura (Figura 14) fue construida en base a la actividad total enzimética, es decir la
actividad de la enzima endopoligalacturonasa en todo el volumen de filtrado obtenido de cada

fraccion.

Actividad total (U)

Fc SN Sp SNQ
Fraecién

O Pectina

M Reslduo de uva

Figura 14. Actividad de la enzima endopoligalacturonasa total de cada fraccién producida en dos diferentes

fuentes de carbono.
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En la figura 14 se muestra la distribucion de la enzima endopoligalacturonasa a través de la
ejecucion del protooolo de fraccionamiento, en la secuencia de tratamientos del fiitrado. En principio
partimos de la actividad iniclal, es dedr la de! filtrado crudo. Al llevar a cabo el tratamiento con la
resina catidnica se aprecia que cierta fraccion del total de la enzima endopoligalacturonasa
interactiia con la resina, ya que la actividad que se aprecia en el sobrenadante es menor a la
encontrada en el filtrado original, posteriormente al tratar el filtrado con la resina anidnica, el
sobrenadante presenta clerta actividad, es decir la enzima que no pudo ser adsorbida por la resina,
que puede deberse a que la cantidad de resina adicionada no es suficiente para la cantidad de
enzima presente en € fittrado. Finalmente observamos que la fraccién eluida de la resina Q presenta
la mayor actividad enzimatica de todas las fracciones, para ambos casos, las enzimas producidas a
partir de pectina y residuo de uva, lo anterior indica que la resina anidnica es la adecuada para

adsorber mas eficientemente fa enzima de interés.

El enriqguedmiento de la enzima endopoligalacturonasa proveniente de la fermentacion en residuo
de uva fue més eficiente al final del proceso que la enzima producida a partir de la fermentacion en
pectina. Inclusive como se aprecla en el experimento anterior, la actividad enzimatica registrada en
la fermentacion en residuo de uva es mayor a la encontrada en pectina.

El analizar la actividad total de las fracciones da una idea mas clara del desempefio del proceso de
fraccionamiento o enriquecimiento de la enzima endopoligalacturonasa. En esta figura es mas
evidente la diferencia de recuperacion de la fraccion de la endopoligalacturonasa en residuo de uva

vs. pectina.

A continuacién se presenta la representacion grafica (figura 15) de la cantidad de proteina
encontrada en cada fraccion.
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B Pectina
W Residuo de uva

Proteina (mg)

Fe SN Sp SNQ Q
Fraccitn

Figura 15. Proteina total de cada fraccién producida en dos diferentes fuentes de carbono.

En la figura 15 podemos seguir la secuendia de fraccionamiento, el 100% de proteina esta
contenida en el filtrado crudo, los tratamientos idnicos (catibnicos y aniénicos) reflejan una
disminucién en la cantidad de proteina inicial, es dedr las resinas adsorbieron ciertas proteinas de

acuerdo a su afinidad ionica.

Se puede observar que el filtrado enzimatico de ambas fermentaciones es un medio complejo rico
en proteinas y enzimas, entre las cuales se encuentra la endopoligalacturonasa, por lo que el

protocolo propuesto es una buena herramienta para un primer fraccionamiento del filtrado.

El rendimiento de la actividad obtenida del fraccionamiento del filrado crudo de pectina como
fuente de carbono fue del 8.3%, mientras que el rendimiento del fraccionamiento del fiitrado crudo
de residuo de uva como fuente de carbono fue de 70.5%.

La semipurificacion o fraccionamiento del filrado cudo se realizé con los filtrados de las
fermentaciones con pectina y con el residuo de uva. Como se puede apreciar en los resultados, el
rendimiento de purificacién del filrado de pectina es bajo, ocurridé cierto enriquecimiento de la
endopoligalacturonasa después del tratamiento con resinas ionicas aunque este no es tan eficiente
como el de la fermentacién con residuo de uva, lo anterior se puede explicar debido a la carga

negativa intrinseca de la pectina que interacdiona principalmente con la resina catidnica, reduciendo
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los espacios disponibles para que las enzimas del medio con carga positiva puedan unirse a la resina
SP, lo anterior puede dar lugar a rendimientos inconsistentes y probablemente explique los bajos
rendimientos obtenidos en filtrado producido en pectina con respecto a los rendimientos
encontradas en el flltrado proveniente del residuo de uva. Por otro lado, la concentracién de pectina
en el residuo de uva es presumiblemente muy baja y no presenta problemas con ninguna de las
resinas, especialmente con la intercambiadora de cationes (SP) lo que redunda en un mejor
rendimiento. Por esta razén, resutté mas adecuado usar una fuente de carbono sin problema de
carga eléctrica y donde la actividad enzimética endopoligalacturdnica fuera elevada por su contenido
de pectina, el residuo de uva en este sentido fue la mejor eleccién, como se refleja en el
rendimiento de la semipurificacién, del 780.5%. El protocole de purificadon propuesto comparado
con otros protocolos de purificacion que implican diferentes métodos de purificacion, es eficiente
(aun para la fermentacion con pectina) ya que se logra enriquecer la enzima de interés.

3.1  Perfil electroforético y zimograma.

A través de ésta técnica de separacidn de proteinas se pudo determinar cualitativamente e! grado
de pureza o enriquecimiento que alcanzo el filtrado enzimatico al ser fraccionado con el protocolo de

fraccionamiento propuesto.
En la figura 16 se muestra la electroforesis del filtrado de residuo de uva, ya que fue la separacién

mas productiva, asi como el zimograma que corresponde a la electroforesis pero incubada con
pectina al 1% y revelado con rojo rutenio es el que se presenta a continuacién.
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Figura 16. A. Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE del fiitrado fraccionado mediante intercambio ionico,
1: marcadores de peso molecular, 2: Fc, 3: SN Sp, 4: eluido Q (75pg), 5: eluido Q (100ug), 6: eluido Q
(150pg). B. Zimograma del filtrado fraccionado mediante intercambio idnico a: Fc, b: SN Sp, ¢: eluido Q

(150ug).

En la Figura 16A podemos observar la secuencia de fraccionamiento del filtrado enzimético de la
fermentacién con residuo de uva. En el primer carril se corrieron marcadores de masa molecular. En
el segundo carril se muestra el filtrado enzimatico tal cual se obtuvo de la fermentacién con residuo
de uva al 1% W/V de 72 horas de esporas filtradas. El siguiente carril (carril 3) muestra las
proteinas retenidas por la resina catidnica (resina Sp™). En los tres carriles contiguos (4, 5 y 6) se
aprecia una banda a la misma aitura pero con diferente grosor o intensidad, esta banda
corresponde a la proteina retenida por la resina anidnica (resina Q XL™), a diferentes
concentraciones (75 pg, 100 ug y 150 ug). Se aprecia claramente el enriquecimiento de la banda
que presumiblemente corresponde a la enzima endopoligalacturonasa, La comparacion de la banda
de los carriles 4, 5y 6 con el carril 1 de marcadores de masa molecular reflejan que la masa de la

enzima es de 48 a 50 kDa.

En la figura 16B se muestra el zimograma donde se aprecian zonas traslicidas que corresponden a
pectina que ha sido hidrolizada, los productos de degradacién no pueden ser tefiidos por el rojo
rutenio ya que este solo detecta la molécula de pectina. En el carril “a” podemos observar la
actividad enzimatica del filtrado crudo, se aprecia una amplia zona traslucida, de acuerdo con las
enzimas separadas apreciadas en la electroforesis desnaturalizante. En el carril “b” se aprecla la
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actividad pectinolitica de las enzimas separadas en la fraccién de la resina catiénica. En el carril *c”
se apreda excdusivamente una zona de actividad que comesponde a la enzima
endopoligalacturonasa.

En la electroforesis desnaturalizante en el carril 2 (filtrado crudo) se aprecian algunas bandas muy
tenues, comparando el mismo carril en el zimograma podemos apreciar que existe una zona amplia
de degradacién de pectina, lo cual nos dice que la concentracion de éstas proteinas es baja y es
dificil apreciarias en la electroforesis desnaturalizante, sin embargo el poder pectinolitico del filtrado
audo se demuestra por la degradacién de la pectina en el zimograma.

El andlisis del sistema pectinolitico de la cepa 500 mediante geles de poliacrilamida SDS y
zimogramas mostré una muitiplicidad de bandas, aunque en la electroforesis presentada no se
alcanzan a apredar por su baja concentracion. El perfil enzimético del filtrado cudo se puede
complementar con las enzimas enriquecidas durante el intercambio con la resina catiénica. Las

bandas tienen un peso molecular entre 25 a 70 kDa.

Todas las bandas presentaron actividad pectinolitica a pH 5, como se aprecia en el zimograma, que
por el pH de actividad se cree que todas las bandas separadas corresponden a hidrolasas. Lo que da
una idea del complejo sistema de multiplicidad enzimatica de la cepa 500, como se ha llegado a
describir para Aspergillus niger, hasta 7 poligalacturonasas distintas (Parenicova, 1998; De Vries y
Visser, 2001).

Tanto en la electroforesis desnaturalizante como en el zimograma se puede comprobar que el
fraccionamiento del filtrado crudo fue adecuado y eficiente, ya que se presenta una sola banda con
actividad pectinolitica.

3.2 Determinacion de la actividad de fa enzima a diferentes pH y temperatura
La caracterizadén del filtrado enzimatico fraccionado se llevé a cabo teniendo como base la
electroforesis desnaturalizante y el zimograma, donde se aprecia actividad pectinolitica en la banda

del filtrado fraccionado. Para evaluar el poder hidrolitico de esta fraccién enzimatica se evalud la
actividad exopectinolitica a diferentes valores de pH y temperatura.
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La cuantificacion de adtvidad variando el pH tuvo como variable fija la temperatura, todos los
ensayos para evaluar la actividad a diferentes valores de pH fueron hechos a una temperatura
constante de 50°C. Para la valoracién de la actividad a diferentes temperaturas, la variable fija para

el ensayo fue el pH de 5.
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Figura 17. Actividad exopectinolitica en diferentes valores de pH de la enzima obtenida a partir del filtrado
enzimatico fraccionado.

Se puede observar que el pH 6ptimo de la enzima exopoligalacturonasa es de 5, también se observa
una actividad elevada a pH de 4.

=
[=]
n

Actividad (U/mL)
o

(4]

Temperatura (*C)

Figura 18. Actividad exopectinloitica en diferentes valores de temperatura de la enzima obtenida a partir del
filtrado enzimatico fracdonado.
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La temperatura Sptima de la enzima exopoligalacturonasa obtenida de la fraccién eluida de la resina
Q es de 50°C, sin embargo también se observa una actividad elevada a 40°C.

Se evalué asf mismo la actividad endopectinolitica del fitrado fraccionado. En este caso solo se
evalud el efecto de diferentes valores de pH sobre la actividad, ya que el ensayo para la
cuantificacion de esta enzima requiere de derta viscosidad de la pectina, al varier la temperatira
esta viscosidad cambia. Por lo tanto la temperatura del ensayo fue de 30°C.

Actividad (UmL)
&

NN

3 42 5 6
pH

Figura 19. Actividad endopectinofitica en diferentes valores de pH de la enzima obtenlda a partir del filtrado
enzimético fracclonado.

El pH éptimo de actividad de la enzima endopoligalacturonasa obtenida del fraccionamiento del
filtrado crudo es de 3.

En base a los resultados obtenidos en este experimento, se puede apreciar que el protocolo de
fraccionamiento propuesto no solo recupera la enzima endopoligalacturonasa sino también la
exopoligalacturonasa, al registrarse esta actividad en esta fraccién. A partir de lo anterior, se puede
decir que la carga iénica de ambas enzimas es muy parecdida, asi como su peso moleaular, ya gue
en la electroforesis desnaturalizante no se alcanza a aprediar otra banda en el filrado fraccionado.

Ambas proteinas obtenidas de la fraccidn eluida presentan una cinética y actividad similar a las
reportadas (Parenicovd, 1999; Iguchi, 1997).
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4, Inmunoquimica

4.1 Obtencién de anticuerpos policlonales de conejos.

En la Tabla 6, se presenta la cantidad de anticuerpo purificado por precipitacion oon sales, dializado y

liofilizado para su conservacion.

Tabla 6. Cantidad de anticuerpos purificados liofilizados.

Anticuerpo Cantidad
liofilizada (mg)
Ab anti espora cepa 500 416.2
Ab anti filtrado enzimatico glucosa 210.7
Ab anti filtrado enzimatico pectina 175.2
Ab anti micelio cepa 500 322.5

Los anticuerpos fueron resuspendidos en solucion amortiguadora salina de fosfatos (PBS) a pH de
7.2 para tener una concentracion de 10mg/mL, en el caso de los anticuerpos contra espora y
micelio, para los anticuerpos anti filtrado enzimatico la concentracion final fue de 2mg/mL.

Por un lado, se produjeron anticuerpos contra esporas y micelio, dichas estructuras celulares fueron
cosechadas con solucion salina isotdnica estéril y lavadas por centrifugacion y resuspension del
boton siete veces. Para el caso del filtrado enzimatico, las enzimas extracelulares juegan un rol muy
importante como antigenos, sin embargo no se generan anticuerpos especificos de un solo tipo de
enzima. Estos Ultimos anticuerpos fueron disefiados para evaluar si existen clertas enzimas
presentes en la superficie de la espora o del micelio, e inclusive la relacddn entre las enzimas
producidas en glucosa y en pectina como fuentes de carbono.

4.2 Ensayo de doble inmunodifusion radial u Ouchteriony
Como un primer acercamiento para probar la especificidad y potencia de los anticuerpos purificados
obtenidos, se optd usar la técnica de Ouchterlony o doble inmunodifusion radial en placas de agar,

donde ambos sistemas, el antigeno y el anticuerpo, deberdn reaccionar al toparse con su
concentracién equivalente, el producto de la reaccion se traduce en una banda de precipitacion.
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Los antigenos probados en el orden de aparicion de los cuatro sistemas son los siguientes:

Tabla 7. Antigenos y concentraciones probadas

No. asignado en los

sistemas Ouchterlony Antigeno Concentradion

1 Filtrado enzimatico crudo cepa 500 en pectina 1% 1:1

) Filtrado enzimatico crudo cepa 500 en glucosa 1% 11
+ YE 0.05%

3 Filtrado enziméatico crudo cepa 500 en rayadura 1

de limén al 1%

4 Filtrado enzimatico crudo cepa 500 en pectina 1% 1:5

s Filtrado enzimatico crudo cepa 500 en glucosa 1% 1:5
+ YE 0.05%

6 Filtrado enzimatico crudo cepa 500 en cascara de 15
limén al 1%

* YE es extracto de levadura
** En cada oradacion se aplican 20ul. de muestra.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

Figura 20. Ouchteriony o sistema de doble inmunodifusion radial en caja
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El sistema de doble inmunodifusion (Figura 20A) comresponde al anticuerpo contra filtrado
enzimatico de la cepa 500 y diferentes concentraciones de antigenos de filtrado enzimatico crudo de
fermentaciones en diferentes fuentes de carbono de la cepa 500 (Ab-Fsg a reaccionar con el F'ssy).
El Ouchteriony (Figura 20B) corresponde al sistema que conforman el anticuerpo contra espora cepa
500 concentracién de 1mg/mL y diferentes concentraciones de antigenos de filbrado enzimatico
crudo de fermentaclones en diferentes fuentes de carbono de la cepa 500 (Ab-Esg a reaccionar con

el F'sspo).

Como en ningun sistema fue posible observar a simple vista la reaccién, se reveld con Azul Brillante
de Coomassie R-250 (Bio-Rad Laboratories®) al 0.125% p/v, metanol al 50% v/v y acido acético al
10% v/v durante 1 hora para después ser destefiidos con una solucién de acido acético al 10% v/v.
En ningdn caso se detectaron bandas de precipitacién, por lo que no podemos tomar el Ouchteriony
como un acercamiento para identificar reactividad de los anticuerpos. No se encontraron resultados
positivos por esta técnica.

4.3 Inmunoblot

Se utiliz6 una segunda técnica para probar la reactividad de los anticuerpos obtenidos, el
Inmunoblot. El antigeno utilizado fue la fraccdn de la resina Q obtenida en el fraccionamiento de la
fermentacién del residuo de uva.

En el Inmno blot la primera reaccion que ocutre es la reaccion entre el antigeno adsorbido en la
membrana de nitrocelulosa, que en este caso es la enzima fraccionada, y el anticuerpo a probar en
el medio, para poder detectar la reaccion antfgeno-anticuerpo debe emplearse un segundo
anticuerpo que reaccione con el primer anticuerpo, el sistema de deteccion fue con enzima
peroxidasa de rabano acoplada al segundo anticuerpo. A continuacién se presentan solo los
sistemas en los que se detecto reaccién entre la enzima peroxidasa y el sustrato H,0, se apreda una
mancha color café graclas al 4-Cl, 1-Naftol. El detectar la reaccién implica que el anticuerpo
acoplado a la enzima peroxidasa reacciond con la fraccién cristalizable del anticuerpo probado, es
decir el anticuerpo que reacciond con el filtrado obtenido del fraccionamiento.
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Tabla 8. Resultados cualitativos del Inmunoblot.

Anticuerpo Antigeno Intensidad
Ab-espora FP 500 Endo-PG fraccionada ++
Ab-filtrado enzimatico (pectina) Endo-PG fraccionada ++++
Ab-flltrado enzimético (glucosa) Endo-PG fraccionada +++
Ab-micelio FP 500 Endo-PG fraccionada +

Ab-filtiado pectina 1

100

1:1000 1:2500 Reaccion positiva

Figura 21. Inmunoblot de sistemas que reaccionaron.
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Se observa reaccion positiva entre el anticuerpo contra esporas y la enzima endopoligalacturonasa.
Los anticuerpos contra filtrados enziméticos y la enzima endopoligalacturonasa presentan una
reaccion mas intensa que la reaccién Ab-espora y enzima endopoligalacturonasa. La reaccion
anticuerpo contra micelio y endopoligalacturonasa presenta una Intensidad baja.

Los resultados del Inmunoblot son mds confiables, ya que el ensayo es mas espedifico y se pueden
probar distintas diluciones de antigeno en sistemas aislados como se disefio & experimento. Los
resultados obtenidos fueron muy satisfactorios, por un lado ocurre una reaccién intensa entre el
anticuerpo contra el filtrado crudo de pectina y la fraccidn enriquedda de enzima
endopoligalacturonasa, 1o que implica clerta especificidad ante dichas enzimas. Por otro lado, la
reaccion de mediana intensidad entre ef anticuerpo del filtrado enzimatico proveniente de glucosa y
la fraccion eluida es muy importante ya que se puede inferir con este resultado y los obtenidos
durante la caracterizacion de la fermentacién, que efectivamente el multisistema enzimatico de la
cepa 500 posee enzimas pectinoliticas constitutivas presentes aun en un medio tan simple como el
de glucosa. Otra conclusion que soporta esta idea es la reaccion de cierta intensidad que presenta el
anticuerpo de espora cepa 500 con la fraccion enriquecida de enzima endopoligalacturonasa, donde
dicha actividad nos puede decir que esas enzimas pueden estar presentes en la superficie celular
durante el proceso de germinacién, es decir son constitutivas ya que estdn presentes en la espora
sin haber sido tratada o inducida por pectina o alguna otra fuente de carbono.

67



V. Conclusiones

Se ha caracterizado el sistema de produccion de enzimas degradadoras de pectina (hidrolitico) de
Aspergillus sp. cepa FP 500. La maxima produccién y secrecion de pectinasas tiene lugar en medios
suplementados con pectina o con sustratos con un alto contenido de esta (como el residuo de uva),
ejerciendo, ambos, un efecto inductor. Sin ejercer un efecto inductor, en los medios suplementados

con glucosa se encontrd baja actividad enzimética,

La produccion y secrecion de endopoligalacturonasas y exopoligalacturonasas para la cepa 500 fue
caracterizada en tres fuentes de carbono. La produccién de dichas enzimas esta inducida por la
pectina y se cree que existe una enzima contitutiva en base a los resultados obtenidos en glucosa.

La semipurificacion y caracterizacion bioquimica de la fracclén eluida enriquecida de enzimas endo y
exo poligalacturonasa arroj6 un perfil com(n para estas enzimas, aunque la enzima
endopoligalacturonasa presentd su actividad maxima a un pH de 3.

Se ha probado que los anticuerpos que se obtuvieron reconocen estructuras de Aspergillus sp., asi

como los fittrados enzimaticos.

Con este trabajo se han obtenido importantes herramientas para poder localizar las enzimas
extracelulares de Aspergillus sp. en las esporas no gemminadas y en el micelio a fin de poder dar otra
pieza al rompecabezas de induccién, represion y enzimas constitutivas que envuelve a un sistema

enzimatico tan complejo.
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