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RESUMEN

Los polisacaridos como la celulosa, hemicelulosa y pectina constituyen cerca del
90% de los polimeros estructurales de la pared celular de plantas. La pectina esta
compuesta por tres dominios estructurales Homogalacturonano (HG) también
llamada region lisa, ramnogalacturonano | (RG 1) y ramnogalacturonano Il (RG Il)
denominada regién peluda. Las pectinasas son enzimas capaces de degradar
sustancias pécticas, por lo que son utilizadas en procesos industriales, tales como
la produccién de jugos de frutas, la manufactura de vinos y la despectinizacién de
jugos, como el de manzana.

La principal fuente de obtencién de estas enzimas es a partir de fermentaciones
realizadas con hongos no patégenos del genero Aspergillus. Los hongos de este
genero son bastante frecuentes en el ambiente, capaces de utilizar un sin numero
de materiales como fuente de nutricion, poseen la capacidad de producir una gran
variedad de enzimas, que por lo general son secretadas al medio.

Durante la fabricacion de jugos de frutas se lleva a cabo una ultrafiltracion, sin
embargo, en algunos casos dicha filtracién se ve limitada por la presencia de
fragmentos de pectina residual, a la cual se le denomina ramnogalacturonano (RG).
Dichas enzimas son de gran ayuda en la disminucién de viscosidad por lo tanto,
reduce el tiempo de filtrado y muy probablemente estas colaboran para una
maxima extraccion del fruto. Generalmente, las preparaciones pectinoliticas
comerciales poseen un nivel muy bajo de ramnogalacturonasas, siendo estas
importantes en la hidrélisis de esta fraccién de pectina retenida en los procesos de
filtracién y provocando opalescencia y sedimentos indeseables en vinos. En este
trabajo se utilizaron residuos de manzana para la produccién de enzimas
pectinoliticas. Lo anterior debido a que la manzana es uno de los frutos mas
importantes en el procesamiento industrial. Se presenta la extraccion del
ramnogalacturonano de la manzana fresca y su utilizacién como unica fuente de
carbono para el crecimiento de 10 cepas de Aspergillus sp. Esto Ultimo para
verificar la capacidad degradadora que tiene dicho hongo cuando crece en fuentes
de carbono de este tipo. Con esto se pretende colaborar en el buen uso de
desechos organicos, y dar opciones en el manejo de residuos agroindustriales y no
solo en el enfoque que generalmente se le ha otorgado a estos, sino en reciclar y
poder obtener productos de alto valor agregado, los cuales puedan ser utilizados en
la misma industria alimentaria.
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INTRODUCCION

Los polisacaridos constituyen del 80 al 90% de los polimeros estructurales de la
pared celular de plantas. Entre estos se encuentran la celulosa, hemicelulosa y
pectina.

La pectina es un heteropolisacarido compuesto por dos diferentes regiones
estructurales. La primera, denominada homogalacturonano (HG) también llamada
region lisa, que esta compuesta por una cadena principal de acido galacturénico,
unido por enlaces a-1,4 pudiendo estar metilados y/o acetilados, (Fig. 1).
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Fig. 1. Estructura hipotética de la pectina de manzana (Puvanésarajah et al, 1991).




INTRODUCCION

La segunda esta compuesta por residuos de acido galacturénico y ramnosa unidos
por enlaces a-1,2 en donde pueden estar unidas cadenas de arabinosa y galactosa
en posicion del carbono 4; a esta se le ha denominado ramnogalacturonano | y Il
(RG | y RG II) (Fig.2), y también es conocida como region peluda (Schols and
Voragen, ‘1 996).
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Fig. 2. Esquema de la region peluda de pectina, (Schols and Voragen, 1996).

Las pectinasas, son aquellas enzimas que pueden degradar las sustancias pécticas.
Estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, se pueden encontrar en plantas
superiores y en microorganismos, saprofitos o patégenos. Son comercialmente
importantes en la manufactura de jugos de frutas y vinos (Colagrande, et al, 1994).
La manzana en el mundo es uno de los materiales mas importantes para la
produccién de jugos y concentrados. La ultrafiltracion de estos jugos se ve limitada,
por la presencia de fragmentos de pectina no degradada. Estas fracciones de
pectina ocasionan turbidez y sedimentos indeseables en vinos y otros productos,
por lo que su eliminacién es muy importante para garantizar la estabilidad de estos.
Las preparaciones de pectinasas, han sido usadas para ayudar a la extraccién del
jugo y a la despectinizacion, durante la extraccion del jugo, las paredes celulares
son hidrolizadas, resultando un decremento en la viscosidad.

Un problema de la mayoria de las preparaciones comerciales de pectinasas, es la
limitada hidrélisis, sobre el ramnogalacturonano. La busqueda de microorganismos
que puedan crecer y producir enzimas a partir de desechos de manzana, puede
permitir la obtencién de estas enzimas.



OBJETIVOS

Objetivo general.

Evaluacién de residuos de manzana para la produccién de enzimas pectinoliticas
por Aspergillus.

Objetivos especificos.

¢ Seleccionar algunas cepas de Aspergillus capaces de crecer en los
desechos de manzana.

e Evaluar los sistemas enzimaticos producidos a partir de desechos de
manzana como fuente de carbono.

» Obtener ramnogalacturonano (RGM) a partir de manzana fresca.

e Seleccionar algunas cepas de Aspergillus capaces de crecer en el
ramnogalacturonano obtenido.

e Evaluar el ramnogalacturonano modificado (RGM) de manzana como
sustrato para actividad enzimatica.



ANTECEDENTES.

Los polisacaridos son cadenas lineales o ramificadas, formadas de monosacaridos
unidos mediante enlaces O-glicosidicos, con pérdida de una molécula de agua por
enlace.

Sus caracteristicas son: peso molecular elevado, no tienen sabor dulce, pueden ser
insolubles o formar dispersiones coloidales, no poseen poder reductor (Ruijssenaars
and Hartmans, 2001).

Los polisacéridos de la pared celular de plantas, son los componentes organicos
mas abundantes encontrados en la naturaleza. Se pueden dividir en 3 grupos:
celulosa, hemicelulosa y pectina.

La celulosa es el principal constituyente de la pared celular, se trata de un polimero
lineal de residuos de glucosa, unidos por enlaces B-1,4. Se presenta como
estructuras ordenadas (fibras), cuya principal funcion es asegurar la rigidez de la
pared celular de plantas.

La hemicelulosa es el polisacarido mas heterogéneo y es la segunda estructura mas
abundante en la pared celular de plantas. El principal tipo de hemicelulosa
encontrada en cereales y maderas duras es el xilano, este se trata de un
heteropolisacarido constituido por unidades de D-xilosa unidas por enla'oes B-14,y
puede tener sustituciones con residuos de L-arabinosa, D-galactosa, acetilo, acido
ferdlico, p-cumarico y glucurénico. (de Vries, et al, 1999). Debido a que la
estructura de los xilanos es variada y compleja, ademas de que su interaccion con
otros polimeros resulta ain mas complicada, es necesaria una actividad enzimatica
demasiado completa, para lograr una hidrélisis mas eficiente, algunos mecanismos
de accion enzimatica no estan aun totalmente entendidos.
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Pectina

Las substancias pecticas son un grupo de polisacaridos &cidos, de alto peso
molecular que se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas. Son
industrialmente importantes por ser agentes gelificantes. El tamafo, carga,
densidad, distribucion de carga y grados de sustitucién de las moléculas de pectina
pueden ser cambiados biolégicamente o quimicamente.

Se utilizan ampliamente en la industria alimentaria para la fabricacién de
mermeladas y jaleas, en el area farmacéutica como agente antidiarreico y
recubrimientos de farmacos de liberacion prolongada (Rolin et al, 1998), en nutricién
para la obtencion de fibra dietética (Baig and Cerda, 1980).

La pectina quimicamente, se trata de un heteropolisacarido compuesto por una
cadena de residuos de acido a-D-galacturénico, unidos por enlaces a-1,4
(homogalacturonano HG) y residuos de ramnosa unidos por enlaces a-1,2
(ramnogalacturonano RGlI y II) estos tres dominios se encuentran covalentemente
unidos formando una especie de red.

Homogalacturonano: Estos segmentos son definidos como homopplimeros de
residuos de acido galacturénico unidos por enlaces a-1,4, usualmente son extraidos
del material de plantas con fratamientos acidos dependiendo del método de
extraccion se presentan algunas modificaciones. Las regiones de
homogalacturonano pueden estar metilesterificadas o acetiladas (Fig. 2),
dependiendo del tejido de planta del cual ha sido aislado. Esta regién también ha
sido definida como region lisa (Schols and Voragen, 1996). Es reconocido por su
habilidad en la formacién de geles y por esa razén es ampliamente utilizado en la
industria de los alimentos.
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Esta habilidad de las pectinas para formar geles, depende de la longitud de las
cadenas de acido galacturénico y de su grado de metilacién. Las pectinas de alto
metoxilo gelifican en presencia de agua y azucar (65%) en un medio acido (pH 2.9-
3.2), los geles formados por este tipo de pectinas se caracterizan porque a altas
temperaturas pueden ablandarse pero no derretirse. Las pectinas de bajo metoxilo
forman geles en presencia de calcio, las propiedades de estos geles esta
determinado por la concentracion de calcio, pH, fuerza idnica y temperatura a la que
induzca la gelificacion (Rios, B. 2003).

Ramnogalacturonano | y Il

El ramnogalacturonano 1, esta compuesto por mas de 100 repeticiones de
disacarido, 2 a- L-ramnosa (1,4) a D- acido galacturénico principalmente (Fig. 1).
Cadenas de arabinosa y galactosa pueden estar ancladas en posicion del C-4 en
los residuos de ramnosa; la proporcién de estos mismos residuos con cadenas
laterales va de un 20 a 80% dependiendo de la fuente de polisacaridos que se trata,
ocasionalmente estas cadenas pueden terminar en residuos de fucosa, éacido
galacturénico y xilosa (Schols and Voragen, 1996).

El Ramnogalacturonano Il es un polisacarido extremadamente complejo de bajo
peso molecular, esta compuesto por nueve unidades de &cido galacturénico y
contienen hasta once diferentes azicares (Fig. 3), en mas de veinte diferentes
enlaces (O'neill et, al, 1990). Esta regién de la pectina es altamente conservada
tanto en composicion como en su arreglo estructural muy parecido en todas las
moléculas de la pared celular de arroz, cebolla, pino douglas, uva, manzana y
remolacha puede ser obtenida después de tratamiento con endopoligalacturonasas,
en donde esta se solubiliza.

El RG Il posee una cadena principal de Homogalacturonano, compuesta por
alrededor de nueve residuos de acido galacturénico con enlaces a-1,4 estos son
los que se solubilizan por accién de la endopoligalacturonasa (Pellerin and Brillouet,
1995).
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Fig. 3 Diferentes azucares que conforman el complejo del ramnogalacturonano II.
(Ten H-Suykerbuyk Marjon, 1997).




ANTECEDENTES

Las enzimas son responsables de muchas de las transformaciones metabdlicas de
los seres vivos, y se pueden definir como biocatalizadores. Se utilizan como aditivos
altamente especificos para aplicaciones en el procesamiento de alimentos, teniendo
aplicaciones utiles en practicamente todas las areas de la tecnologia alimentaria
(Garcia et al, 1993). En la modificacion de almidones, manufactura de quesos,
amasado de harinas, modificaciéon de vinos, fabricacion de cerveza, conservacion
de alimentos, produccion de jugos de frutas y otras bebidas, mejoramiento de
texturas, entre muchas otras. Gran parte de estas aplicaciones son consecuencia
de la disponibilidad de enzimas de origen microbiano.

La explotacion industrial de enzimas microbianas comenzo, en 1894, con la patente
de Takamine sobre la produccion de a-amilasa a partir de Aspergillus oryzae, desde
entonces, Aspergillus ha mantenido una posicion dominante en la sintesis de
moléculas de interés biotecnolégico: acidos grasos, acidos organicos, vitaminas,
aminoacidos, y diversas enzimas (Garcia et al, 1993).

Pectinasas

Las pectinasas son enzimas que degradan las sustancias pécticas, estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza, se pueden encontrar en plantas
superiores donde pueden causar varias transformaciones fisiolégicas, relacionadas
con los cambios de textura que ocurren durante la maduraciéon de frutas y verduras.
Existen marcadas diferencias entre pectinasas microbianas con respecto a las
enzimas de plantas, ya que la pectinesterasa fungal es generalmente mas
resistente a agentes quimicos, su pH esta en un rango acido, en comparacién con
el pH alcalino de las enzimas de plantas, otorgando una gran ventaja a las enzimas
fungicas en el ambito industrial (Saijjaanantakul et al, 1991).
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La turbidez tipica de bebidas de frutas como: néctares y el puré de tomate, es
deseable por lo que es necesario evitar que las enzimas endogenas degraden la
pectina de estos frutos. Por otro lado, en jugos como el de manzana la turbidez es
causada por la pectina y el pectato de Ca’, es indeseable y se evita con el uso de
- enzimas pectinoliticas exdgenas comunmente producidas por hongos.

Los tratamientos enziméaticos se llevan acabo con preparaciones enzimaticas
pectinoliticas crudas, que cominmente estan derivados de hongos no patégenos
como Aspergillus, los cuales tienen gran capacidad para la secrecion de diversas
moléculas (Ten H-Suykerbuyk Marjon, 1997).

Las enzimas pécticas son clasificadas de acuerdo a su modo de accién y pueden
ser clasificadas en: esterasas y despolimerasas.

Estas enzimas son producidas por un gran numero de bacterias (Collimer and Keen,
1986), algunas levaduras (Biely and Kremnicky, 1998), insectos, plantas. Los
hongos producen una gran variedad de actividades pectinoliticas, para degradarla
o modificarla y pueden ser clasificadas con base en el tipo de enlaces que atacan,
las despolimerasas rompen los enlaces glicosidicos a-1,4 del sustrato de
preferencia (Rose 1980), pueden ser subdivididas de acuerdo al mecanismo de
ruptura del enlace, en hidrolasas (ruptura hidrolitica) y liasas (rur.\lura por B-
eliminacion), (Fig. 4). |

En tanto las pectinasas tienen diferente especificidad sobre el sustrato, pero

basicamente pueden separarse en un grupo de enzimas especificas al
homogalacturonano, y otro de especificas sobre el ramnogalacturonano.

10
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Fig. 4 Representacion esquematica de la estructura quimica de la pectina y el nombre de
algunas enzimas que participan en el complejo sistema de hidrélisis. (Voragen and Pilnik,
1989).

Poligalacturonasas.

Estas hidrolizan preferentemente las pectinas de bajo metoxilo o acido
poligalacturénico, solamente pueden romper enlaces glicosidicos adyacentes a los
grupos carboxilo libres. Se dividen en endopoligalacturonasas (atacan los enlaces
glicosidicos a-1,4 al azar de la cadena del polisacdrido generando oligémeros de
dcido galacturénico) y exopoligalacturonasas (hidroliza acido D-galacturénico del
extremo no reductor). (Voragen and Pilnik, 1989).
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Pectatoliasas.

Estas rompen los enlaces glicosidicos adyacentes a los grupos carboxilos libres o
no esterificados, mediante mecanismos de trans eliminacién, en este grupo también
encontramos enzimas de tipo endo y exo dependiendo del lugar en donde se rompe
la unién.

Las pectatoliasas son dependientes de Ca’ para su actividad, son propiamente
producidas por bacterias y hongos filamentosos.

Pectinliasas.

Estas degradan el homogalacturonano, se encargan de romper los enlaces
glicosidicos entre residuos de &cido galacturénico metilados o esterificados,
mediante mecanismos de trans eliminacion, introduciendo un doble enlace entre el
C4 y el C-5 del extremo no reductor formado en la reaccion, estas son solamente
producidas por hongos. Hasta este momento se cree que algunos gusanos
patégenos de plantas las pueden producir.

Homogalacturonanacetilesterasa.

Se encarga de liberar grupos acetilos del carbono C-2 y C-3 del ac. D- galacturénico
unido a otro metilado (Voragen and Pilnik, 1989).

Ramnogalacturonasas.

Son enzimas degradadoras de pectina, que actian sobre el ramnogalacturonano.
Las cuales han sido descritas recientemente como ramnogalacturonan hidrolasa,
esta enzima hidrolitica actGa en la union de acido D-galacturénico y L-ramnosa en el
esqueleto principal del ramnogalacturonano, actia en cooperacion con
ramnogalacturonan-acetilesterasa, solo en las regiones altamente ramificadas de la
pectina, liberando oligosacaridos, compuestos de residuos de L-ramnosa con D-
galactosa, grupos galactosil y algunas unidades de ramnosil, en el extremo no

reductor de una unidad de ramnosa.



ANTECEDENTES

Recientemente se han descrito otras enzimas que degradan esta fraccion de
pectina, llamadas ramnogalacturonan liasas., que rompe la unién de ramnosa con
acido galacturénico acetilado, del esqueleto principal del ramnogalacturonano (RG).
(Voaragen, et al, 2001).

Pectinmetilesterasas.

Estas liberan los grupos metoxilo, del grupo 6 carboxil del acido galacturonico y
convierten pectinas altamente esterificadas en pectinas de bajo metoxilo, muchas
plantas superiores las producen (Voragen and Pilnik, 1989) y microorganismos,
existiendo una diferencia entre ellas. Las que provienen de hongos, generaimente
son mas resistentes a agentes quimicos. Aunque la desesterificacion ocurre al azar,
se sabe que la enzima requiere de un grupo carboxilo libre adyacente al grupo
metoxilado para actuar (Whitaker, 1990).

Pectin-acetilesterasa y ramnogalacturonan-acetilesterasa:

Estas liberan los grupos acetilos del C; o Cz del homogalacturonano y de la region
peluda de la pectina respectivamente (RG | y RG |Il). Esta Gltima enzima ha sido
enconlrada recientemente. (Voragen and Pilnik, 1989).
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Las pectinasas han sido aplicadas por mas de 60 afios en la industria de alimentos
y bebidas. Se han encontrado en diversos organismos, diferentes actividades
pectinoliticas, donde las mas importantes, desde el punto de vista de su aplicacion
en la industrializacién de frutas y vegetales, son las enzimas despolimerizantes de
tipo endo, ya que reducen rapidamente la viscosidad de la pectina presente en
estos materiales, reduciendo viscosidad y por ende los tiempos de filtracion de
jugos aumentando asi los rendimientos de extraccion del fruto.

El principal microorganismo explotado para la produccion de preparaciones
comerciales de pectinasas, es Aspergillus niger, utilizadas en la manufacura de
jugos claros espumosos, por ejemplo de manzana, pera y uva (para clarificacion).
Jugos grumosos: limén, ciruela, jugo de tomate y néctares donde el objetivo es
preservar la integridad de la célula vegetal hidrolizando selectivamente el
polisacérido de la ldamina media.

Las preparaciones pectinoliticas comerciales, derivadas de Aspergillus niger,
contienen un gran nimero de enzimas, los resultados observados no pueden
solamente ser atribuidos a una sola clase de enzimas. Por tanto, existe la necesidad
de identificar la contribucién individual de las actividades enzimaticas para obtener
preparaciones enzimaticas mas especificas y para facilitar el desarrollo de nuevas
aplicaciones en el caso de las ramnogalacturonasas (Kashyap et al, 2001).
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Aspergillus

Pertenece a la division Eumycota, subdivision Deuteromycotina (hongos
imperfectos), cuya reproduccion es solamente asexual por medio de conidias.
Dentro de Deuteromycotina, esta especie pertenece a la clase Hyphomycetos, la
- cual produce conidiéforos en algunas partes del micelio (Perenicova, 2000).
Aspergillus se caracteriza por una estructura morfolégica tipica: un conidiéforo, que
incluye un tallo y una cabeza conidial, que surge de la especializacién de una
estructura micelial llamada célula pie.
Los conidiéforos no son septados, se ensanchan hacia la punta y terminan en una
estructura globosa, de incolora a amarillenta (vesiculas). Las vesiculas tienen una
superficie total de alrededor de 10 a 15 pm de largo. Las conidias son producidas
sucesivamente desde las puntas de las fialides, formando asi cadenas no
ramificadas. Las conidias son mas o menos globosas (Perenicova, 2000).
El origen del nombre Aspergillus data del siglo XVIll, cuando Micheli en 1729
describié un moho con conidiéforos y cabezas soportando cadenas de esporas, él
es el responsable del nombre de Aspergillus por su parecido al asperjo. Sin
embargo, pasaron alrededor de 200 afios antes de que apareciera una primera
clasificacién taxonémica de Aspergillus, el mejor criterio para la clasificaciéon de un
Aspergillus aislado fue: el color de la cabeza conidial, color y superficie del tallo,
forma de las vesiculas y ausencia o presencia de métula. Esto pen‘nitiq separar 13
grupos. Sin embargo los hongos filamentosos imperfectos como el' Aspergillus
negro presentan un alto grado de variabilidad en sus caracteristicas morfologicas y
fisiolégicas, frecuentemente causadas por las condiciones externas de crecimiento.

En el pasado, esto llevé a frecuentes cambios en los nombres de las especies y a la
reclasificacién de cepas individuales. Esta tendencia fue claramente demostrada en
el trabajo de Mosseray, quien distinguié 35 especies entre cepas pertenecientes al
grupo de Aspergillus niger.
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Cabeza
conidial

- Célula pie —

Fig. 5. Micrografia de un conidiéforo de Aspergillus. (www.pall.com/corporate_presroom_28030.asp).

Actualmente las estructuras morfolégicas, siguen siendo una importante caracteristica,
para la clasificacion de este microorganismo (Harvey and McNell, 1994). Algunas
especies de Aspergillus tienen un estilo de vida sapréfito, son capaces de utilizar un
rango muy amplio de materiales como fuente de carbono y por este motivo posee la
capacidad de producir un sinnimero de enzimas. Estas enzimas por lo general son
secretadas al medio. Sus caracteristicas de crecimiento permiten que Aspergillus sea
manejable, (Rodriguez, 1998) su fécil preservacion y su reconocimiento como
organismo GRAS (generally regarder safe) por la FDA, lo hace ser el microorganismo
preferido por bioquimicos y genetistas (Oxenboll, 1994) este microorganismo ofrece
grandes posibilidades para su explotacién biotecnolégica con nuevas aplicaciones
tecnolégicas y la posibilidad de hallar y producir nuevas enzimas.

Al género Aspergillus lo conforman una gran variedad de habitantes, algunos de estos
saprofitos viven en la tierra, otros en alimentos almacenados y en vegetacion en estado
de descomposicién. Aspergillus y Penicillium, son los géneros dominantes de
contaminacion en productos almacenados, siendo capaces de crecer en situaciones

extremas, como baja actividad acuosa y altas temperaturas. (Harvey and McNeil,
1994).
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Antes de 1970, se conocia poco de la estructura genética eucaribtica y de la
organizacion en el ambito molecular (Klug and Cummings, 1999).

Ahora se sabe que varios microorganismos apagan un gran nimero de genes en
presencia de glucosa, como respuesta al ahorro de energia. Aunque la represion
puede ser ejercida por varias fuentes de carbono, la glucosa es probablemente la
mas represiva junto con la sacarosa, xilosa y acetato. La galactosa y el glicerol se
consideran medianamente represores, en tanto que la arabinosa, lactosa y el etanol
son poco o casi nulos represores. Ademas del tipo de fuente de carbono, también la
concentracion de ésta es determinante en la produccion de enzimas (Ruijter and
Visser, 1997). Se ha observado que el D-acido galacturénico puede comportarse
como un inductor a concentraciones bajas y como un represor a concentraciones
altas en diferentes especies de Aspergillus (Aguilar and Huitrén, 1987). Los
mecanismos moleculares que controlan la sintesis de pectinasas microbianas, no
estan completamente conocidos. Se sabe que el pH es un factor importante en la
expresion de genes que codifican para pectinasas y que la proteina responsable de
la regulacion es PacC, se han reportado enzimas endopligalacturonasas como

reprimidas por esta proteina (Kojima et al, 1999).

La represion de pectinasas por Aspergillus esta regulado por CreA (proteina
represora del metabolismo del carbono A) cuando existen sustratos simples como la
glucosa, dicha proteina reprime la expresion de ciertos genes al unirse en regiones
promotoras del gen (Ruijter and Visser, 1997).

Entre los mas estudiados esta el de Erwinia carotovora, su represion por
catabolito, es el reflejo de la mayor facilidad con la que la glucosa puede
metabolizarse, si se compara con la lactosa. En ausencia de glucosa, y en
condiciones de induccién, CAP (proteina activadora por catabolito) ejerce un control
positivo. La funcién de la glucosa en la represion es, que esta inhibe la accion de la
adenil ciclasa, lo que provoca la disminucion del nivel de AMPc (monofosfato de
adenosina ciclico), en la célula. En estas condiciones, CAP no puede formar el
complejo CAP-AMPc, que es esencial para el control positivo de la transcripcion.

17
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En forma similar a lo descrito en ofros sistemas genéticos, se ha demostrado la
intervencion de proteinas como CreA e incluso AMPc en los fenomenos de
represion de las pectinasas (Cooper and Word, 1973).

La sintesis de las pectinasas es influenciada ademas por factores ambientales tales,
como la concentracién del medio de cultivo, temperatura, disponibilidad de
nitrégeno y oxigeno, Fe” y la presencia de agentes que dafian el DNA (Hugovvieux
et al, 1996). En algunos casos la induccion es promovida, por azicares como a-L-
arabinosa (Klung and Cummings, 1999). Las enzimas pueden ser inducibles,
parcialmente inducibles o constitutivas, muchas de estas hidrolizan moléculas
poliméricas que son bastante grandes para poder entrar a la célula, por lo que se
supone que existe un nivel basal de enzimas, que degradan el sustrato generando
moléculas de bajo peso molecular, capaces de entrar a la célula y efectuar la
induccién (Van der Veen, 1991).

Casi siempre el inductor es el sustrato del sistema enzimatico, aunque en algunos
casos puede ser el producto de la reaccion. Existen sistemas de control como
respuesta de operones a proteinas reguladoras que pueden designarse segin
ejerzan un control positivo o negativo de la induccién o represion, utilizando las
interacciones apropiadas entre las proteinas reguladoras y la pequerlia molécula
inductora o represora (Rodriguez, 1998). '

La produccion de enzimas pectinoliticas por cepas de Aspergillus es determinada
por diferentes factores de regulacion metabdlica, uno de estos es la fuente de
carbono (de Vries et al, 2002). Se ha encontrado que algunos productos de
degradacion de la pectina como ramnosa, arabinosa, acido galacturénico, son los
principales inductores de diferentes enzimas pectinoliticas de tipo endo y
exopoligalacturonasas, ramnogalacturonan liasas e hidrolasas, pectinliasas (de
Vries and Visser, 2001). La mayor parte de estudios en cuanto a induccion y
represion de pectinasas en hongos, se enfocan sobre el homogalacturonano (HG),
poco se sabe de la regulacion de sintesis de enzimas que degradan al
ramnogalacturonano (RG).
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Origen de la manzana

Desde el punto de vista botanico, el fruto es el ovario maduro de una flor, incluyendo
una o varias semillas. Se desconoce el origen exacto del manzano, aunque se cree
que procede del cruzamiento y seleccion de varias especies de manzanos silvestres
europeos y asialicos. Segun V.V. Ponomarenko es Malus silvestris, una especie de
manzano silvestre que crece de forma natural en las regiones montafiosas de Asia
central, podria ser esta especie de la que se habrian originado, hace 15,000-20,000
anos.

El nombre botanico del manzano ha variado entre Malus pumila, Malus domestica o
Malus silvestres. (Jackson and Looney, 2002).

Las referencias historicas datan del siglo Ill antes de Cristo en Grecia. También se han
encontrado restos de manzanos en excavaciones realizadas en zonas lacustres
prehistoricas del norte de Italia, se han reportado cultivos en Egipto desde el siglo Xl
a. C., se menciona en la literatura griega desde los afos 600 a.C. y en la Biblia. (Kay
Ryugo, 1993). Algunas investigaciones indican que su consumo data de la edad de
piedra en la zona centro de Europa, a partir de entonces la manzana se disperso a
todo el mundo gracias a la enorme adaptabilidad que tienen sus variedades a los
diversos ecosistemas. Con la colonizacion, se introdujeron variedades diversas de
especies fruticolas, fue traida a nuestro continente a principios del siglo XVII.
(Claridades Agropecuarias, 1995).

Taxonomia y morfologia

-Familia: Rosaceas.

-Especie: Pyrus malus.

-Porte: Alcanza como maximo 10 m. de altura y tiene una copa globosa.
Tiene una vida de unos 60-80 afios.

-Sistema radicular: raiz superficial, menos ramificada que en peral.

-Hojas: ovales, blandas, con el haz verde claro.

-Flores: grandes, casi sentadas, que se abren unos dias antes que las hojas.
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-Floracién: tiene lugar en primavera, generaimente por abril 0 mayo, las manzanas
mas precoces maduran en junio, aunque existen razas que mantienen el fruto
durante la mayor parte del invierno e incluso se llegan a recoger en marzo o abril.

-Fruto: pomo globoso, con pedtnculo corto y numerosas semillas de color pardo
brillante. (Tamaro, 1986).

El fruto del manzano pertenece al tipo pomo y cuenta en promedio con cinco
alvéolos; el endocarpio es cartilaginoso y en cada alveolo estén las semillas, el
pedunculo del fruto es de longitud variable, el céliz es persistente y forma el ojo
colocado en una posicibn mas o menos regular y profunda, la forma del fruto
depende de la variedad, aunque es generalmente esférica (Fig.6). La semilla es un
6vulo que al alcanzar su maduracion, se constituye por tegumentos o cubiertas que
le envuelven al 6rgano llamado almendra, que forma la mayor parte de la semilla, el

epicarpio corresponde a la cascara, y el mesocarpio es la porcién camosa y
comestible (Ramirez, 1993).

gﬂ—Reslocdacélizymbre

Fig. 6. Corte longitudinal de un fruto tipo pomo con sefialamiento de sus partes principales.
(Salazar, 2000).
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La mayoria de las variedades que se conocen actualmente provienen de
selecciones y de cruces artificiales, efectuados en el extranjero, por particulares o
por institutos experimentales.

Las variedades industriales mas importantes son: Golden Delicious, Red Delicious,
Akane, Ozark Gold, Belle de boskop, Reyna de las reinetas, Gala, Jonagold,
Reyneta de canada, Melrose, Martina, Delbard jubilé, Fuji, Marialena, Elstar,
Naranja de cox, Irared, Verde Docella, Granny Smith entre otras (Lalatta, 1999).

Importancia econémica y distribucion geogréafica

Los manzanos son el cultivo frutal mas importante del mundo después de las
naranjas, los platanos y las uvas, es una de las especies de fruta dulce de mayor
difusién a escala mundial, debido fundamentalmente a: su facilidad de adaptacion a
diferentes climas y suelos, posee un gran valor alimenticio y terapéutico. Por
proceder de climas muy frios resiste las mas bajas temperaturas, lo que ha
permitido cultivarlo a gran escala en todos los paises de clima relativamente frios, y
en particular en todos los de Europa.

La producciéon mundial estimada en 1998 fue de 56 millones de toneladas, siendo
China, Estados Unidos, Francia, ltalia y Turquia los principales productores. Ahora
China produce alrededor de un tercio de la produccion mundial de manzanas,
después de las plantaciones a gran escala llevadas a cabo en los afios 80 y 90

||
(Jackson and Loooney, 2002). |

El manzano es un arbol que prospera en los climas templados y frios de nuestro
pais. Los cultiveros tipicos no toleran el aire seco ni las altas temperaturas, por lo
que las zonas de gran produccién estan determinadas por estas condiciones
climaticas y edéficas. Los principales estados productores de manzana en México
son: Chihuahua, Durango, Puebla, Coahuila, Nuevo ledn, Hidalgo, (Ramirez, 2003),
(Tabla. 1) y su produccién anual se muestra en la tabla 2.
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AVANCE DE SIEMBRAS Y COSECHAS
PERENNES 2005

Manzana

SITUACION AL 30 DE ABRIL DE 2005

CHIAPAS 1262 0 0 2EC 0 230
CHIHUAHUA 25218 ] 0 &40 550 ] 17026
COA=UILA o 0 0 4422 ] 22
COLMA
DISTRIO FEDERAL 3 i 0 251 ) 7708
DURANGD 0,172 ] 0 LA ] 452
GUANAJUATS 21 ] 0 <] 0 2478
GUERRERC = ] 0 112 ] 4000
HIDALGD 1583 o 0 5,783 [ ]
JALISCO 5 0 0 Al [ 145
MEX CO 20 o 0 1600 0 7260
MICHCACAN 187 0 0 142 [} 4
MORELOS 7 ] 0 <] 0 elc0
HAYART
NUEVC LEON 1478 0 0 12683 ] 2403
DAXATA 1.204 ] 0 7572 ] 447
PUEBLA 7485 0 0 k[ 0 4@
QUERETARO ™ ] 0 2100 ] 288
QUINTANA RCO
REG ON LAGUNZRA ) 0 0 [} ]
SaNLUis poTCs! 2 0 0 29 hj nx
SINALCA
SCONORA pild ] 0 e ] I
TABASCO
“AMAULIPAS
TLAXCALA 52 ] (] 4z [} 788
VERACRZ ) 0 0 3 c 2508
YUCATAN
ZACATECAS 1401 13 ®7 4827 b 1478 208
TOTAL 60,270 13 367 630,240 770 10.459 2098
COMARCA LAG. DGO,
COMARCA LAG. CORH

Tahla 1. Produccidn nacional estimada.
FUENTE. SERVICI0 DE ¥ A AGROAL Y FSIAP. CON DE LAS DELEGACIONES DE LA SAJARPA EN LOS ESTADOS.
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Anuario Estadistico de la Producciéon Agricola

1996-2005 / Resumen Nacional / MANZANA / CICLICOS Y PERENNES / RIEGO + TEMPORAL
Precio
Superﬁcij Superﬁcieﬂ ; H - : Valor
Produccion||Rendimientol| Medio 2
Aiio||Sembradal|Cosechada (Ton) (Ton/Ha) | Rural Produccion

(Ha) (Ha) ($/Ton) (Pesos)

2003/ 62,874.88 | 54,553.43 |495,161.77 9.077  [3,336.41{/1,652,060,916.7
12002/ 61,465.87 || 60,831.37 [1479,192.96 7.877  [3,084.00)/1,477,832,956.5
2001()59,156.11 |f 58,229.11 [|415,179.52 7.130  |[2,830.71]{1,175,251,265.
20001 64,377.61 || 54,652.21 |(337,438.44 6.174  {13,513.13}1,185,465,259.
1 66,116.51 || 64,473.76 || 449,866.55 6.978  |13,542.86|(1,593,815,007
19981 66,898.33 || 58,739.58 [370,244.49 6.303  [13,365.09{|1,245,905,214.31
1997|| 67,496.00 | 62,507.00 || 629,277.00 10.067  [1,589.84{{1,000,447,297.11
1 71,398.00 | 60,170.00 || 426,713.05 7.092  |2,580.47)|1,101,119,653.

FUENTE: Sistema de Informacion Agropecuaria de Consulta (SIACON).

Tabla 2. Estadistica anual de la produccién nacional de manzana
(http:/www.siap.sagarpa.gob.mx).
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Distribucion de la produccién de Manzana.

dpode Desting. - ; Mmam '{el-"'%} g
Exportacién fresco 9
Consumo domestico 60
Industria 19
Usos no Industriales (*) 12

Tabla 3. Distribucion de la produccion de manzana. (*) Desperdicios, Alimentos Para Animales, Etc.)
(Consejo Federal de Inversiones fruticultura webmaster@cfired.org.ar)1999-2000).

La mayoria de la produccién es destinada a consumo en fresco o domestico, el
segundo lugar es destinado a la industrializacion. Se estima que aproximadamente
el 12% de la produccién es desperdicio, lo cual resulta ser mayor de lo que se
exporta (tabla 3), dichos residuos podrian ser de interés practico en el 4rea de la
biotecnologia, utilizandolos como sustratos para produccion de enzimas de interés,
y de esta manera no es necesario utilizar sustratos purificados que implican un
mayor costo.

La manzana, y la remolacha son productos ricos en pectina y en esta pectina el RG
I y RG Il son muy abundantes. Asi mismo los desechos de estos productos son
especialmente ricos en RGI. Las enzimas que degradan el ramnogalacturonano son
conocidas como ramnogalacturonasas y forman parte del complejo enzimatico de
las pectinasas, la busqueda de microorganismos que puedan crecer y producir
enzimas a partir de desechos de manzana, puede permitir la obtencién de estas.
Por tanto, existe la necesidad de identificar la contribucion individual de cada una de
estas enzimas, para obtener preparaciones enzimaticas mas especificas y facilitar
el desarrollo de nuevas aplicaciones en el caso de las ramnogalacturonasas.
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La composicién enzimatica de las preparaciones comerciales, son determinantes en
el tiempo de filtracion y rendimiento de jugos y vinos, también incrementan sabor y
brillantez. Analisis comparativos de las preparaciones de hongos que comunmente
son usadas en estas industrias, revelan la presencia de una variedad de actividades
enzimaticas pectinoliticas de tipo liasas e hidrolasas, (Colagrande, et al, 1994).

La mayoria de las preparaciones comerciales, muestran actividades celuloliticas y
hemiceluloliticas, sugiriendo que sustratos complejos han sido usados como fuente
de carbono para el crecimiento del hongo.

La licuefaccion de las manzanas con preparaciones de enzimas pectinoliticas
comerciales, durante mucho tiempo ha dejado un remanente de polimero pectico en
la ultrafiltracién final del jugo. Andlisis de este polimero realizado con enzimas
como galactanasas, B-galactosidasa, arabinasa y arabinofuranosidasa revelaron
que esta compuesto principalmente por ramnogalacturonano el cual fue resistente
a la accion de estas enzimas, el andlisis fue hecho en RGM de manzana y de
remolacha. En 1990 Schols y colaboradores encontraron que Aspergillus aculeatus,
producia una enzima capaz de degradar este RGM. La pectina de manzana
presenta un alto grado de metilesterificacion lineal en la regi6n del
homogalacturonano que alternando con la region peluda comprende una alta
divisién con el ramnogalacturonano (De Vries, et al, 1982). El peso molecular de las
sustancias pécticas es variable, en el caso de la manzana es de 250,000Da a
360,000Da. (Newbold and Joslyn, 1952). Las manzanas procesadas brindan
productos tales como jugos, concentrados, vinagre, jaleas, conservas en almibar,
mermeladas, produccién de acido malico empleado en la industria farmacéutica y
en la alimentaria como sustituto de acido citrico, bebidas refrescantes, vino y sidra
(Suarez, 1989).

El residuo del procesamiento industrial de manzana en operaciones tales como en
el pelado, despepitado, deshuesado puede ser utilizado para produccién de
enzimas péclicas, extraccion de pectina y varios productos comestibles, como algun
tipo de fibra dietética (Lal Causal and P. C Sharma, 1995).
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Extraccion del RGM .
e r="a s e
manzana de una
| fabrica de sidra en ¢l
2 Kg De manzana —_—
T
con pectinasa comercial
(maremex p-m) 0.05% Cultivo en medio
24ha temambiente.
Ll Crecimiento en Liquido
PDA
Centrifugar a
4500rpm / 30min. | | 72ws.137C
Cosecha de esporas 200 rpm
Ultra filtracion del sobrenadante
L MW50000Da | Toma de muestras
| Cuenta de esporas | 0, 24,48, 72 horas
Medicién de pH y azucares reductores
| Permeado | Concentrado Suspension de Delerminacion de actividad enzimatica
Didlisis v esporas Exo-pectinasa
liofilizacion (INOCULO) Endo- pectinasa
A Ramnogalacturonasa
Andlisis IR
Medicion de proteina
Cultivo en
medio sdlido
SDS - PAGE
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismo.

El grupo de Fisiologia de Hongos Filamentosos cuenta con un cepario del cual se
utilizaron 10 cepas silvestres de hongos del género de Aspergillus sp. aisladas de
frutos y materia en estado de descomposicion de diferentes lugares. Dichos
microorganismos fueron seleccionados por su capacidad para crecer en medios con
pectina como Unica fuente de carbono.

Preparacién de inoculo.

Cada microorganismo se propago en cajas con medio agar-papa-dextrosa (PDA), a
las 72 horas de crecimiento se cosecho la superficie del medio con ayuda de un
asa, recuperando las esporas con solucién salina-tween, ayudado por una pipeta
pasteur transfiriéndose a un tubo etiquetado, todo en condiciones estériles. La
cuantificacién de esporas se realizé utilizando una camara de Newbawer.

Preparacién y condiciones de cultivo en medio liquido.

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 500ml conteniendo 100 ml de medio de
cultivo, cuya composicion fue: (K:HPO4, 0.2%, KH2PO4 0.2% y NH4(SO4) al 0.4%).
Como fuente de carbono se utilizaron los desechos de manzana al 1, 2, 3, 4 y 5%,
esterilizandolos por separado a 121 °C y15 psi. durante 20 minutos.

Los medios de cultivo se inocularon, con una suspension de esporas de tal modo
que la concentracion final fuera de 1x10° esporas/ml. La fermentaciénilse realizo a
37°C con agitacién de 200 rpm se tomaron muestras de 5ml cada 24 h. a lo largo
de la fermentacion.
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Determinacion de azlcares reductores.

Se determinaron directamente en filtrados libres de células, usando el método de
DNS (Miller, 1959). Los productos de degradacion de la pectina son expresados
como acido galacturénico. A 0.1ml de muestira se agregan 0.9ml de agua destilada,
2ml de reactivo DNS, y se someten a ebullicién durante 5 minutos. Posteriormente
se agregaron 5 ml de agua destilada y se registro la D.O. observada a 575nm.

Determinacion de actividad exopectinolitica.

La actividad exopectinolitica presente en el medio, se evalué por medio de la
cuantificacion de azlcares reductores. Producidos a partir de una solucién de
pectina al 1%. La pectina fue disuelta en buffer acetatos 100mM a pH 5, utilizada
como sustrato (0.5ml).se adiciono el filtrado enzimatico (0.1ml) y 0.4 ml de buffer
acetatos 100mM. Después se incubo a 45 °C durante 20 minutos, se adicioné el
reactivo DNS (2ml) se sometié a ebullicion durante 5 minutos, finalmente se
adicionaron 5 ml de agua destilada. Se registro la D.O. observada a 575nm. Como
blanco de cada uno se utilizo su filtrado libre células inactivado. La unidad de
actividad exopectinolitica es la cantidad de enzima que produce un pmol de acido
D-galacturénico en las condiciones de ensayo.

Determinacion de actividad endopectinolitica.

La actividad se determiné por la reduccion de viscosidad de una solucién de pectina
al 1%(p/v) preparada en buffer acetatos pH 4.2 con 0.03% (p/v) de NaCl. La
temperatura de ensayo fue a 30°C. La reaccion se inicio adicionando 0.5 ml de
filtrado enzimético a 10ml de solucién de pectina en un viscosimetro de Canon-
Fenske No0.200. Una unidad de actividad endopectinolitica fue definida como la
cantidad de enzima que reduce en un 50% la viscosidad de la solucién de pectina
en las condiciones de ensayo. De acuerdo a lo descrito por (Aguilar y col 1987).
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Determinacién de actividad Ramnogalacturonasa.

Se determino utilizando el ramnogalacturonano modificado extraido de manzanas
(RGM) como sustrato a una concentracién de 0.5 % en buffer acetatos 100mM pH
5. La cantidad de sustrato fue de 0.1mL, con 0.1ml de buffer acetatos 100mM pH 5
y 0.1 ml del filtrado enzimético, esta mezcla de reaccién se incubo a 40°C por 3 h.
Al termino del tiempo de incubacién se agregaron 2ml de reactivo DNS, se sometié
a ebullicion por 5 minutos, se llevo a un volumen final de 8ml con agua destilada, se
registro el D.O a 575nm. Como blanco de cada uno se utilizo su filtrado enzimatico
inactivado. La unidad de actividad ramnogalacturonasa es la cantidad de enzima
que produce un pmol de acido D-galacturénico en condiciones de ensayo.

Determinacién de proteina.

Se determino por el método de Lowry (Lowry et al, 1951) Se utilizé albumina de
suero bovino como estandar.

Electroforesis (SDS-PAGE) y actividad “in situ”.

La electroforesis se realizd en condiciones desnaturalizantes de acuerdo al método
descrito por Laemmli (1970). Los geles contenian acrilamida al 10% y bis-acrilamida
al 2.7% (Laboratorios Bio-Rad). Las muestras se colocaron en un bafio a ebullicion
por 60 segundos, en amortiguador de muestra compuesto de SDS (do‘pecil sulfato
de sodio) al 4% (Laboratorios Bio-Rad), buffer Tris-HCI 125 mM a pH 6.8 y azul de
bromofenol al 0.005%. La electroforesis se corrié con 250 pg de proteina en cada
muestra, a una corriente de 40 mA por un tiempo de 1 a 1.5 h a través de una
unidad de geles verticales de 1.5 mm Migtly Small SE-245 (Hoefer Sci Ins USA).
Después de ese tiempo los geles se sumergieron en solucion.

de tincién, que contiene azul de Coomasie R-250 (Laboratorios Bio-Rad ) al

0.125%, metanol al 50% y acido acético al 10% durante 1 h y después fueron
destenidos con una solucion de acido acético al 10%.
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En cuanto a la actividad, se corrié un gel en las mismas condiciones descritas a
excepcion del proceso de tincion este se sumergié en una solucion renaturalizante
(tris 100mM pH 6.8) manteniéndolo en agitacion de 20 rpm a una temperatura de
37°C durante 1 h. posteriormente se sumergi6 en una solucion de pectina al 1% y
pH 5 durante toda la noche a temperatura ambiente, finalmente el gel se tifid con
una solucién de rojo rutenio al 0.05%, durante 30 minutos y se lavé con agua
destilada para quitar el exceso de colorante.

Estos geles se corrieron conjuntamente con el fin de poder identificar exactamente
que proteinas son las que corresponden a la actividad enzimatica.

Extraccioén de ramnogalacturonano modificado ( RGM ) de manzana.

Se trituraron 2 kg de manzana fresca (Golden Delicious) con 1L de agua destilada
para tener una mejor agitacién, se incubo con una pectinasa comercial (Macerex
PM, rango optimo de pH 3.5 a 5 y temperatura de 2 a 60°C) al 0.05 % durante 24 h
a temperatura ambiente. El material obtenido se centrifugo a 4500 rpm durante 30
minutos, posteriormente se decanto y filtrd. Finalmente se ultrafiltro al vacio con
una membrana de 50000 Da. La fraccién retenida se cuantifico en volumen y se
concentro mediante didlisis y liofilizacion. (Ten H-Suykerbuyk, 1997).

Preparacion y condiciones de cultivo en medio sdlido.

Se preparo agar bacteriolégico 15g/L disuelto en medio basal ajustado a pH 5. Por
otro lado se preparo la fuente de carbono que en este caso fue el RGM
(ramnogalacturonano modificado) de manzana al 1% (p/v) disuelto en buffer
acetatos pH 5 y agar bacteriolégico 15g./L. Se esterilizaron por separado a 121°C
y15 psi durante 20 minutos. Se virtié el agar bacteriolégico en una caja petri estéril y
se esperd a que solidificara. Este sirvi6 como fuente de nitrogeno. Posteriormente
se agregd sobre este, la fuente de carbono (RGM de manzana) y se dej6 en una
superficie plana hasta que solidificara. Una vez que solidificé se inocularon las 10
cepas de Aspergillus con orden establecido en donde la cantidad de inoculo fue de
1x10* esporas, estas se incubaron a 37°C durante 48h.
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Crecimiento celular y deteccion de actividad enzimatica en medio sélido.

Para poder determinar el crecimiento y actividad enzimatica se midi6 el diametro de
las colonias asi como el diametro del halo de hidrélisis de cada una. Posteriormente
se hizo una relacién de halo/colonia. El halo de hidrélisis se observé por medio de
una tincién.

Se utiliz6 una solucién de rojo rutenio al 0.05% como colorante y se dejo actuar
sobre la placa durante 30 minutos, posteriormente se lavo con agua destilada, con
esto se observaron halos de hidrélisis o degradacion alrededor de las colonias lo
cual indicaria el consumo del polisacarido que en este caso es el RGM de manzana

Andlisis infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).

El analisis del ramnogalacturonano modificado de manzana se llevé a cabo en un
equipo FTRI. Tomando como estandares ramnogalacturonano de limén y de frijol de
soya. Los espectros fueron corregidos en su linea base y normalizados
tangencialmente con el programa Opus (version 4.0, Bucker, Alemania). Este
estudio se realizo en la Universidad Auténoma de Coahuila, bajo la supervision del
Dr. Juan Carlos Contreras Esquivel.

Todos los experimentos se hicieron cuando menos por triplicado.
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Seleccion de cepa.

La primer parte de la etapa experimental consisti® en identificar cepas de
Aspergillus que mostraran actividad pectinolitica. Para lo anterior se trabajé con 10
cepas blancas de Aspergillus previamente oblenidas a partir de frutas en
descomposicion (Orozco, 2003). Con la finalidad de seleccionar una cepa
pectinolitica y probar el efecto de pH y la concentracion de la fuente de carbono. Se
llevaron a cabo fermentaciones liquidas utilizando un medio basal, como fuente de
carbono residuos de manzana al 3% (p/v), con pH inicial de 5.5.

En este experimento se determinaron perfiles de pH, azucares reductores y
actividad exopectinolitica. El patrén cinético de pH de todas las cepas en estudio
presentaron la misma tendencia, disminuyendo en general a un pH de 2.7 en las
primeras 24 h, permaneciendo constante hasta el final de la fermentacion. (Fig. 7 A
y B). Lo anterior indica que el microorganismo tiene actividad metabdlica. Los
azlcares reductores generados por la hidrélisis de la fuente de carbono
presentaron un perfil diferente en cada cepa, indicando asi la capacidad que posee
cada una para hidrolizar la fuente de carbono (Fig. 7 C y D). Con respecto a la
actividad exopectinolitica sus valores van desde 10.1 U/ml para la cepa FP450
hasta 16.65 U/ml en la cepa FP500 a las 72h de fermentacion (Fig. 7 E y F). De
este experimento fue posible seleccionar las 5 mejores cepas, utilizando como
criterio general la actividad exopectinolitica. Las cepas que mostraron las mejores
actividades exopectinoliticas a las 72 h. de fermentacion fueron las cepas FP60,
FP340, FP440, FP470 y FP500.

Cepa Actividades U/ml (72h).
FP60 15.24
FP340 16.49
FP440 14.95
FP4T0 14.68
FP500 16.65

32



RESULTADOS Y DISCUSION

6 —+—60

o o
o 48 T2 1] 24 48 72
tiempo (h) tiempo (h)
Cc D

3 ——

£ 3 —I——:::
—&—180

—&— 480
25 —M— 500
—#—510

1] 24 48 72
tiempo (h) 0 72

] 48
tiempo (h)

Actividad exopectinoliica (wmi)

0 24 a8 72 2
tiempo (h) tismpo (h)

Fig. 7. Cinética de 10 cepas de Aspergillus. Utilizando como fuente de carbono residuos de manzana
al 3% (p/v) en un pH inicial de 5.5. Graficas A y B. perfil de pH, C y D. azucares reductores
(mg/ml), E y F actividad exopectinolitica (U/ml).
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Con las 5 cepas elegidas se llevaron a cabo fermentaciones, utilizando residuos de
manzana al 3% (p/v) y un pH inicial de 3. La cinética de pH observada en este
experimento es similar para todas las cepas, comienzan a pH 3 y tiende a disminuir
en las primeras 24 h a un pH de 2.6 y posteriormente se mantiene constante a pH
de 2.3 en las 48 y 72h de fermentacion (Fig. 8 A).

Respecto al perfil de azlcares reductores, el comportamiento es semejante en
todas las cepas, partiendo de una concentracion inicial de 1.7 mg/ml, aumentando
‘hasta 2.5 mg/ml en las 24h y disminuyendo hasta 0.7 mg/ml en las dltimas horas.
(Fig. 8 B). Este comportamiento de incremento a las 24 h se puede relacionar con
la capacidad que posee el microorganismo para degradar este polisacarido en
monosacaridos, los cuales son utilizados para llevar a cabo sus funciones
metabélicas. Lo anterior se encuentra estrechamente relacionado con la velocidad
de crecimiento de Aspergillus ya que durante las primeras horas genera productos
de hidrolisis de la fuente de carbono, los cuales se producen en mayor medida de lo
que puede consumir y cuando exponencialmente crece los consume al maximo.
Respecto a las actividades de tipo exopectinoliticas, se observé una clara
produccion para todas las cepas, en un rango de entre 14.08 u/ml para la cepa
FP440 como minimo y un maximo de 18.13 u/ml para la cepa FP500 a las 72h de
fermentacion (Fig. 8 C). La cepa 440 resulta ser la maxima productora de enzimas a
las 24h, sin embargo en el transcurso de la fermentacién permanece con valores
iI

La maxima actividad endopectinolitica la presento la cepa FP500 a las 72h de
fermentacion con 1.4 U/ml. (Fig. 8 D). Por su parte la cepa 60 presenta una
actividad enzimatica tres veces mayor comparada con la cepa FP500 a las 24h en

constantes, siendo finalmente la menos productora.

tanto que a las 48 h sigue en la primera posicién, con respecto a las demas. Lo
anterior podria ser importante para su aplicacion industrial, ya que a las 24h se
produce casi la mitad de lo que se produce a las 72h de fermentacion, esto reduce
claramente el tiempo y la productividad aumenta.
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Fig. 8. Cinética de 5 cepas de Aspergillus utilizando como fuente de carbono residuos de
manzana al 3% (p/v) en un pH inicial de 3. Grafica (A) perfil de pH. (B) azucares
reductores (mg/ml). (C) actividad exopectinolitica (U/ml). y (D) actividad endopectinolitica
(U/mi).
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Posteriormente se llevaron a cabo fermentaciones con las 5 cepas de Aspergillus,
en 3% (p/v) de residuos de manzana, en un pH inicial de 5.

En la cinética de pH y de azucares reductores se observé un comportamiento
similar al ya descrito en la Fig. 7 A y 8 B, respectivamente. Las actividades
exopectinoliticas se consideran buenas para todas las cepas, teniendo como
méxima productora de enzimas pécticas a la cepa FP440 con 20 U/ml a las 72h de
fermentacién y la minima con casi el 50% menos a la cepa FP340 (Figura 9 A) las
tres restantes presentaron actividades promedio de 15 U/ml.

La produccién de endopectinasas en este pH inicial es mayor, para todas las cepas
comparadas con las actividades producidas a pH 3. La cepa FP500 fue la maxima
productora de enzimas endopectinoliticas ya que a las 72h se produjeron 3.6 U/ml y
la minima fue la cepa FP60 con 1.46 U/ml. Las 3 cepas restantes tuvieron 2.31 U/mi
en promedio (Figura 9 B).
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Fig. 9. Produccién de pectinasas de 5 cepas de Aspergillus utilizando residuos de manzana
al 3% (p/v) en un pH inicial de 5. Grafica (A). Actividad exopectinolitica (U/ml). y (B).
Actividad endopectinolitica (U/ml).
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Efecto del pH sobre la produccién de enzimas pectinoliticas de 5 cepas de

Aspergillus sp.

Al comparar el comportamiento de las 5 cepas en los dos valores de pH probados,
se pudo comprobar que el pH posee un efecto importante en la produccién de los
diferentes sistemas enzimaéticos. Este efecto se ha reportado para cepas de
Aspergillus niger y puede deberse a que el pH influye en diversos procesos
metabélicos basicos en la fisiologia celular (Trejo-Aguilar et al, 1996).

Los resultados obtenidos en la preseleccién de estas cepas productoras de los dos
sistemas enzimaticos (exo y endo), muestran que la cepa FP500 es la mejor
productora de enzimas de tipo endopectinolitica en los dos valores de pH a las 72h
de fermentacién (Figura 10 a), y la mejor productora de actividad exopectinolitica a
pH 3, aunque a pH 5 la cepa FP440 es la mejor de todas con 20.8 U/ml a las 72h de
fermentacién, en tanto que la cepa FP500 apenas produce15.5 U/ml, (figura 10 b).
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Fig. 10. Efecto del pH sobre la produccion de actividad endopectinolitica de 5 cepas de
Aspergillus. en residuos de manzana al 3% (p/v). (a). Efecto del pH sobre la actividad
exopectinolitica de 5 cepas de Aspergillus en residuos de manzana al 3% (p/v) (b).
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Con base en los resultados anteriores, se utilizo la cepa FP500 para un estudio méas
profundo con respecto al efecto de la concentracién de la fuente de carbono y el pH
inicial, en la produccion de pectinasas.

Adicionalmente se determino el perfil electroforético de las 5 cepas a pH 3, en
donde todas presentaron un perfil de proteinas muy similar (Fig. 11). La cepa
FP500 presento una banda mas intensa, lo que es consistente de una mayor
actividad.

Cepa 60 340 440 470 500
‘&
. " "

Fig. 11. Patrén electroforético en condiciones desnaturalizantes de filtrados enzimaticos de
5 cepas de Aspergillus crecidas a pH inicial de 3, con residuos de manzana al 3% (p/v).

En la Fig. 12 se muestra a la cepa FP500 a los dos pH probados, con el perfil de
actividad “in situ”, el cual exhibe las zonas de degradacién correspondientes a las
bandas proteicas.

A B
PH 35 3 5

Fig. 12. Perfil de proteina en condiciones desnaturalizantes de la cepa FP500 apH 3 ypH 5
en 3% de residuos de manzana como fuente de carbono (A). Actividad “in situ” de las
bandas correspondientes de proteina secretadas por la cepa FP500 a los dos pH (B).
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Efecto de la concentracion de fuente de carbono, sobre la produccion
de pectinasas para la cepa FP500 a pH 3 y pH 5.

Se realizaron fermentaciones con la cepa FP500 en un pH inicial de 3 y 5, utilizando
diferentes concentraciones: 1, 2, 3, 4, 5% (p/v) de residuo de manzana. Como en
los casos anteriores el pH tiende a disminuir en las primeras 24h y posteriormente
se estabilizo en un pH promedio de 2.5 a lo largo de la fermentacion.

Los aztcares reductores a los dos pH probados, presentaron una cinética variable
entre cada uno, lo cual resulta ser normal, ya que no comenzaron la fermentacion
con la misma concentracion de fuente de carbono. Para el caso de 1% enpH 3y 5
la cinética fue casi constante permaneciendo con una concentracion de 0.55 mg/mi
durante toda la fermentacion, en concentracion inicial de 2% comenzaron con 1.3
mg/ml, a las 24h disminuyeron 45%, para después mantenerse en promedio a una
concentracion de 0.9 mg/ml a las 48 y 72h en ambos pH (Fig. 13 a y b). En el caso
de 3% y pH inicial de 3 comenzé a una concentracion de 1.78 mg/ml y a las 24h
aumentaron a 2.05 mg/ml para posteriormente a las 48h consumir el 50% de los
azucares simples y quedar en una concentracion estable de 1mg/ml, hasta el final
de la fermentacion (Fig. 13 a). Por otro lado, a pH 5 los azucares iniciaron con 2.26
mg/ml y a las 24h se consumieron cerca del 22% del sustrato, la cantidad de estos
disminuyeron proporcionalmente, para las 48h se estabilizo a una concentracion de
0.98mg/ml (Fig.13 b). Mientras que con el 4% y pH 3, comenzo con 2.91 mg/ml, el
microorganismo consumié el 60% de los azlicares simples a las 24h,
posteriormente permanecié en valores constantes (1.13mg/ml) hacia el final de la
fermentacién (Fig. 13 a). A pH 5 se inicio con 2.71mg/ml, estos disminuyeron 37%
a las 24h, para las 48 y 72h permanecieron con 1.28mg/ml (Fig. 13 b).
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Finalmente a 5% de concentracién inicial de residuos de manzana y pH 3, los
azucares reductores iniciales fueron mayores (3.30 mg/ml), esto es debido a que el
residuo de manzana posee azucares reductores, por lo tanto cuando se aumenta la
concentracion inicial de fuente de carbono, aumentan los aztcares en el medio. A
las 24h el microorganismo consumié el 50% de estos monosacadridos, a las 48h se
duplicaron a 3.2mg/ml, para las 72h disminuyeron ligeramente a 3.0 mg/ml. A pH 5,
inicialmente se registré el mismo valor que a pH 3, para las 24h se consumieron
1.2mg/ml, y estos aumentaron 0.2mg/ml en las 48h, y finalmente bajo a una
concentracion de 1.6mg/ml (Fig. 13 a y b).
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Fig. 13. Cinética de aztcares reductores (mg/ml) de la cepa FP500 a bH inicial de 3
(a) y pH inicial de 5 (b).

La actividad maxima de tipo exopectinolica a pH 3, se presenté en la
concentracioén inicial de 3% de fuente de carbono, con 18.13 U/ml, seguida de la del
4% que fue de 12.68 U/ml, y por otra parte la minima actividad determinada es la
del 2% de fuente de carbono, ya que apenas se produjeron 10.2 U/ml (Fig. 14 a).
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Para esta misma actividad a pH 5, la condiciéon mas favorable fue cuando la
concentracion inicial de fuente de carbono es de 1%, ya que con esta alcanzo su
maxima actividad con 21.2 U/ml. La condicién menos favorable la presento al 5%,
en la cual se registro la menor actividad (14.02 U/ml). Por lo anterior se puede decir
que a mayor concentracién de azlcares reductores, se reprime esta actividad (Fig.
14 b).
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Fig. 14. Cinética de actividad exopectinolitica (U/ml) de la cepa FP500 a pH 3 (a) y pH 5 (b).

La produccion de endopectinasas a pH de 3, fue mayor cuando se trabajo
inicialmente a concentracién de 3% (p/v) de residuos de manzana, con produccion
enzimética de 1.46 U/ml a las 72h de fermentacion (Fig. 15 a).
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En el caso de pH 5, se presento una clara induccién de estas enzimas al 1% de
fuente de carbono, ya que se alcanzé la maxima actividad con 13.28 U/ml. La
actividad endopectinolitica disminuye proporcionalmente con respecto a la
concentracion inicial de sustrato, resultando la del 5% |a menos favorable para la
produccién de este tipo de enzimas, lo anterior se puede atribuir a una represion por
sustrato (Fig. 15 b).
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Fig. 15. Cinética de actividad endopectinolitica de la cepa FP500 a pH 3 (a) y pH 5 (b).

La actividad exopectinolitica y endopectinolitica a pH 5, disminuyen con respecto al
aumento de la concentracion inicial de fuente de carbono, resultando asi que al 5%
es el medio en el cual la produccién enzimatica es la menos favorable.
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El efecto que tiene la concentracién de la fuente de carbono y el pH inicial en la
fermentacién, es fundamental para la produccién de estos sistemas enzimaticos. En
el caso de actividad de tipo exopectinolitica el pH inicial mas adecuado es de 5 para
la mayoria, siendo la concentracion inicial de 3% la Gnica que no presenté este
comportamiento (Fig. 16 a).

A pH inicial 5, se encontraron grandes diferencias de produccién para la actividad
endopectinolitica comparada con la que se produjo en pH de 3 (Fig.16 b). Estos
resultados se correlacionan con la cantidad de azicares reductores disueltos en el
medio, ya que a menor concentracion inicial de fuente de carbono, menor
concentracién de aztcares reductores y mayor produccion de estas se obtiene. Este
fenémeno es conocido y esta muy relacionado con la represion catabélica.
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Fig. 16. Efecto del pH en la actividad exopectinolitica de la cepa FP500 a diferentes
concentraciones de residuo de manzana como fuente de carbono. (a). Efecto del pH sobre
la actividad endopectinolitica de la cepa FP500 a diferentes concentraciones de residuo de
manzana (b).
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Posterior a esto se realizo una electroforesis desnaturalizante correspondiente a las
proteinas extracelulares obtenidas a partir de los cultivos fermentativos, con la cepa
FP500 en las mejores condiciones de produccién enzimatica. Tal fue el caso de 1%
¥ 2% de fuente de carbono a pH 5, que presentaron las maximas actividades de tipo
endopectinolitica y exopectinolitica, también se comparado con 1% a pH inicial de 3.
En las tres condiciones, se presento un perfil de proteina similar, con una banda de
peso molecular de 50kDa, aunque con mayor intensidad en el carril 2 aunado a que
se detecto otra banda con un peso molecular de 45kDa. Esto debido muy
probablemente a que a pH 5 se promueva la sintesis de otras proteinas, la cual se
va reprimiendo al aumentar la concentracion de fuente de carbono (Fig. 17 carril 3).
En conjunto se presenta la actividad pectinolitica “in situ”, correspondiente a las
bandas de proteina. Schols y col. en 1990 fueron los primeros en identificar y
reportar la actividad de una enzima capaz de degradar el cuerpo del RGM, la
ramnogalacturonan hidrolasa con un peso molecular de 51 kDa y actividad a pH 5,
dichos valores pudiesen ser comparables con los datos obtenidos.

1T 278 @&a b ‘e

1) FP5001%pH3

2) FP 500 1%pHS
gg*’_. 3) FP5002%pHS
20kDa—s»

Fig. 17. Patr6n electroforético desnaturalizante de la cepa FP500. Perfil de proteina (1, 2, y
3) Actividad “insitu”. (a,byc).



RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion del ramnogalacturonano modificado de manzana (RGM).

Durante la extraccion se obtuvo un polvo de color rosado, con olor caracteristico a
manzana, completamente insoluble, de consistencia globosa. Con un rendimiento
de 0.1%. Para evaluar el ramnogalacturonano como sustrato en actividad
ramnogalacturonasa, se utilizaron filtrados enzimaticos de fermentaciones hechas
con la cepa FP500 en residuos de manzana a concentraciones de 1, 2, y 3%,
como fuente de carbono y pH inicial de 5.

En la Fig. 18, se muestra la cinética de producciéon de actividad
ramnogalacturonasa. La actividad obtenida en el filtrado enzimatico de 1% de
residuos de manzana con respecto al de concentracion inicial de 2%, es muy
parecido, alcanzando su maxima actividad de 2.02 U/ml a las 24h y manteniéndose
casi constantes hasta las 72h. Para la concentracion inicial de 3% en el filtrado
enzimatico, la actividad es tres veces menor comparada con 1 y 2% a las 24h,
aunque ligeramente mayor con 0.2 U/ml a las 48h. Es interesante que en
practicamente 24h se obluviera la maxima produccion. Al comparar el
comportamiento de produccion en las tres condiciones, es posible concluir que
basta con utilizar el sustrato al 1% para alcanzar un buen nivel de produccién de
ramnogalacturonasas. Lo anterior resulta ser un ahorro en la fuente de carbono y
una clara reduccion de tiempo para la obtencion de estas enzimas espeiciﬁcas enla
hidrélisis del ramnogalacturonano. !

45



RESULTADOS Y DISCUSION

2.5

Actividad ramnogalacturonasa (U/ml)

Tiempo (h)

Fig. 18. Actividad de ramnogalacturonasa de la cepa FP500 a concentraciones de 1, 2 y 3%
(piv) de residuos de manzana como fuente de carbono y pH inicial de 5 sobre
ramnogalacturonano modificado de manzana como sustrato (RGM).



RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento celular y deteccién de actividad enzimética en medio sélido.

El ramnogalacturonano se probé como tnica fuente de carbono, para evaluar la
capacidad del microorganismo para degradar al polisacérido obtenido, se probaron
las 10 cepas de Aspergillus que iniciaimente se utilizaron en este experimento.
Todas las cepas crecieron (Fig. 19, A) y produjeron halos de degradacién (Fig19,
B).

A B

Crecimiento de 10 cepas de Aspergillus Halo de hidrélisis de la F.C. ( RGM al 1%).

Fig. 19. Crecimiento en medio sélido con ramnogalacturonano como unica fuente de
carbono de 10 cepas de Aspergillus (A). y sus correspondientes halos de hidrolisis (B).
Se obtuvieron relaciones de halo/colonia (diametro del halo de hidrélisis entre el
diametro de la colonia). Con el fin de identificar que cepa en medio sélido crecié
mas y/o cual de ellas posee la capacidad de degradar al ramnogalacturonano
(RGM). Las cepas que presentaron un valor mayor en relacién H/C (1.43) fueron,

FP420, FP450 y la FP510 (Tabla 4).

Por otro lado, las cepas restantes presentaron valores de entre 1.22 a 1.38, valores
aceptables considerando la dificil degradacion de la fuente de carbono.

Se esperaria que la cepa FP500, fuese una de las mas altas en relacion a
crecimiento y halo de hidrdlisis, lo cual no fue, esto se debe a factores como:
actividad acuosa, la aireaciéon también podria tomarse en cuenta.
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Estos resultados arrojan datos muy interesantes, debido a que a partir de una forma
sencilla, se pueden identificar algunas cepas autoctonas, que son capaces de
crecer y producir enzimas especificas para la hidrélisis de ramnogalacturonano.

clasificacion Relacion
de cepa halol/colonia (cm)
FP 60 1,22
FP 180 1,38
FP 340 1,33
FP 420 1,43
FP 440 1,25
FP 450 1,43
FP 470 1,22
FP 480 1,33
FP 500 1,22
FP 510 1,43

Tabla 4. Relacién halo/colonia, de 10 cepas de Aspergillus. Creciendo en
ramnogalacturonano al 1% (p/v) como Unica fuente de carbono a pH inicial de 5.
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Analisis infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).

Para el analisis de ramnogalacturonano modificado de manzana (RGM), se
utilizaron como estandares ramnogalacturonano | (RGI) de frijol de soya y
ramnogalacturonano | (RGI) de limén. El espectro mostré una region espectral de
4000-500 cm'(Fig. 20).

La interpretacién completa de un espectro de infrarrojo es dificil, en virtud de que la
mayoria de las moléculas organicas son tan grandes que existen docenas o cientos
de posibles movimientos. En cierto sentido esta complejidad es valiosa, puesto que
dicho espectro sirve como huella dactilar Unica de un compuesto especifico. Sin
embargo, para propdsitos de determinacion de estructuras, la gran cantidad de
absorciones presentes en el espectro, complica la interpretacion completa, por
fortuna en este caso, no es necesario hacerlo para poder obtener informacion util
sobre el ramnogalacturonano | de manzana (RGM) ya que el espectro muestra
como estandares conocidos al ramnogalacturonano | de limén y de frijol de soya,
presentando sefales casi idénticas, con lo cual es casi seguro que se trate de la
misma estructura péctica.

La mayoria de los grupos funcionales provocan absorciones caracterislfg:as, en este
caso la absorcion es clara para los grupos -OH, que casi sier;apre queda
comprendida en el intervalo de 3200 a 3600 cm™ (), siendo este grupo funcional,
parte fundamental de las estructuras del polisacarido.

ESTA TESIS NO SALL ¥
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RESULTADOS Y DISCUSION

La zona por debajo de los 1500 cm™ (b), corresponde a la region de huellas
dactilares, es aqui donde se presentan un gran numero de absorciones, debidas a
las vibraciones de enlaces sencillos como C-C, C-O. (Mc Murry, 1994). Los cuales
son la base de la estructura del heteropolisacarido.

12
RGI Manzana
o = RGI Frijol de soya
RGI Limon
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Fig. 20. Espectro de infrarrojo T.F. Andlisis comparativo del perfil del RGM de manzana
con RGI de limén y frijol de soya.

En este experimento se podria asegurar que los extractos presentan caracteristicas
estructurales de composicion comparable.
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CONCLUSIONES

Todas las cepas de Aspergillus probadas poseen la capacidad de utilizar los
residuos de manzana como sustrato y expresar sus sistemas enzimaticos
pectinoliticos.

La produccion de pectinasas producidas por Aspergillus es afectada por el
pH del medio. La actividad exopectinolitica, para las 5 cepas en 3% de
residuos de manzana aumenta conforme el pH disminuye, mientras que para
la produccién de endopectinasas fue mayor a medida que el pH aumento.

La cepa FP500 se considera la mejor productora de actividad
endopectinolitica, trabajando a pH 5 y una concentraciéon 1% de fuente de
carbono.

La produccion de endopectinasas y exopectinasas por Aspergillus depende
de un claro balance, relacionado con la concentraciéon de fuente de carbono y
pH inicial.

El RGM de manzana extraido en el laboratorio presento un perfil estructural
(IF) muy semejante al RG | de frijol de soya y de limon.

Todas las cepas blancas de Aspergillus utilizadas son capaces de crecer y
utilizar el RGM de manzana, como Unica fuente de carbono y producir
ramnogalacturonasas.

Los residuos de manzana pueden considerarse buenos inductores de

sistemas enzimaticos pectinoliticos degradadores de polisacaridos, y con
esto colaborar en el buen uso de residuos agroindustriales.
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