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RESUMEN.

Las pectinas o0 sustancias pécticas son nombres colectivos para un grupo de
polisacaridos cercanamente asociados, los cuales estan presentes en las paredes
celulares vegetales, participan en complejos procesos fisioldgicos y determinan la
rigidez del tejido vegetal. Las sustancias pécticas son responsables de la
consistencia, turbiedad y apariencia de los jugos de frutas; su presencia causa un
considerable aumento en la viscosidad, afectando los procesos de filtracion,
clarificacion y concentracion. Las sustancias pécticas son degradadas
naturalmente por enzimas pectinoliticas. Estas enzimas han tenido considerables
aplicaciones industriales en la degradacion de los tejidos vegetales,
particularmente en las industrias de procesamiento y manufactura de jugos y
purés de frutas y vegetales, incrementando la produccion de jugos y sélidos de los
frutos. Dentro de las enzimas pécticas, la pectina liasa es hasta ahora la Unica
enzima conocida que es capaz de hidrolizar pectina sin la necesidad de la accién
anterior de otra enzima. Un paso importante durante el proceso de produccion de
enzimas de interés industrial es el mejoramiento genético de las cepas. Esta
actividad ha estado dirigida principalmente a obtener cepas que incrementen los
rendimientos del producto para reducir los costos del proceso. Dentro de nuestro
grupo de investigacion, se utilizé la fusion de protoplastos para mejorar dos cepas
con diferentes caracteristicas que complementan las actividades del complejo
pectinolitico, obteniéndose hibridos interespecie con un alta produccién de
pectinasas extracelulares, pero sobresaliendo la cepa HZ, la cual presenta una
produccion de actividad de pectina liasa 4.5 veces mayor que las cepas
parentales. Ya que la cepa HZ es el resultado de la fusion de protoplastos
interespecie, es posible que la cepa HZ presente una mayor induccién de la
pectina liasa de alguna de las cepas parentales o la produccion de una enzima
diferente que sea mas activa, ambas posibilidades resultado de una
recombinacidon genética. Se decidio aislar la pectina liasa de cada cepa, obtenida
de la fermentacion en cascara de limon como Unica fuente de carbono y comparar
por electroforesis y zimogramas a la pectina liasa de cada una de ellas. Los
resultados mostraron que cada cepa presenta una especie distinta de pectina
liasa, presentando el hibrido HZ una pectina liasa intermedia a la de los
progenitores, resultado de una recombinacién genética a través de la fusion de
protoplastos. Asimismo se logro purificar parcialmente la pectina liasa de HZ y de
Aspergillus sp. CH-Y-1043, identificando el peso molecular de cada una, la de HZ
con un peso de 30 KD y la de Aspergillus sp. CH-Y-1043 con un peso de 26 KD.
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INTRODUCCION.

ENZIMAS.

Las enzimas son moléculas proteicas complejas presentes en las células, donde
actuan como catalizadores que llevan a cabo cambios quimicos en las sustancias.
Sin las enzimas no podria haber vida. Con el desarrollo de la bioquimica se ha
conocido la gran variedad de enzimas presentes en las células vivas y su modo de
accion. Aunque las enzimas son sintetizadas unicamente en las células, muchas
de ellas pueden ser separadas de las células para seguir llevando a cabo su
funcién catalitica. Esta habilidad para realizar transformaciones quimicas
especificas fuera de la célula, ha incrementado el uso de las enzimas en procesos

industriales, asi como en aplicaciones médicas [Smith, 1996].

La actividad de una enzima se debe a su naturaleza proteica, dada por la
presencia y arreglo de los aminoacidos que la integran y generalmente lleva a
cabo su actividad sin ser destruida en la reaccién. Las enzimas son altamente
especificas y llevan a cabo su funcién solo sobre ciertos tipos de compuestos, los
substratos, de tal manera que una minima cantidad de enzima puede actuar sobre
grandes cantidades de substrato, al unirse al substrato a través de una orientacion
optima hacen y rompen enlaces quimicos generando nuevos compuestos. La

funcién catalitica de la enzima no se debe unicamente a su estructura primaria y

10
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secundaria, sino también, a la terciaria que genera un intrincado plegamiento
configuracional. Es esta configuracion la que dota a la proteina con una funcion
catalitica especifica. La modificacion de esta configuracion debido a, por ejemplo,
un cambio en el pH o en la temperatura, puede generar la pérdida de la actividad.

Para algunas enzimas hay una necesidad obligada por factores adicionales para
realizar su funcién, llamados cofactores; éstos pueden ser iones metalicos,
nucledtidos, etc. Debido a su especificidad, las enzimas pueden diferenciar
quimicos con estructuras semejantes y pueden catalizar reacciones a
temperaturas relativamente bajas y a pH bajo en comparacién con los
catalizadores quimicos. En aplicaciones industriales, ésto puede dar como

resultado productos de una alta calidad [Smith, 1996; Groot et al., 2000].

IMPORTANCIA DE LAS ENZIMAS.

Los catalizadores quimicos que suelen emplearse en la industria carecen
generalmente de especificidad para la reaccion que catalizan y, a menudo, han de
ser usados en condiciones extremas de temperatura y presion. En comparacion,
las enzimas presentan una elevada especificidad para las reacciones que
catalizan y son capaces de mantener su actividad en condiciones suaves de
temperatura y presioén [Walker, 1988]. Ademas, las enzimas son biodegradables y
no toxicas y pueden ser producidas por microorganismos en grandes cantidades
sin la necesidad de equipos especiales [Smith, 1996]. Por lo tanto, no es

sorprendente que las enzimas hayan encontrado una serie de aplicaciones como

11
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catalizadores en distintos procesos industriales, particularmente en la quimica fina,

las industrias de alimentos, farmacéutica y en los analisis clinicos [Walker, 1988].

ORGANISMOS PRODUCTORES DE ENZIMAS.

La mayoria de las enzimas utilizadas en la industria son enzimas extracelulares de
origen microbiano [Ward, 1989], asi encontramos que mas de 50 bacterias y
hongos producen enzimas para la industria. Las mas prominentes son las
especies de Bacillus, como Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, la levadura
Saccharomyces cerevisiae y los hongos filamentosos Aspergillus niger vy
Aspergillus oryzae. Estos organismos no son patdégenos, no producen toxinas y
tienen un conocido registro de seguridad, ya que son consideradas GRAS

(Generally Recognized as Safe) [Glazer y Nikaido, 1995].

PRODUCCION DE ENZIMAS.

Las enzimas microbianas se obtienen por fermentacibn en condiciones
controladas utilizando cepas de alto rendimiento, ya sea en cultivos en superficie o
sumergidos. En la figura |, se muestran las diversas etapas del proceso de
produccion de enzimas extracelulares industriales. Las células pueden excretar a
algunas enzimas al medio de cultivo y la primera etapa de recuperacion de éstas,
a partir de los cultivos sumergidos consiste en la separacién del liquido libre de
células, que contiene a las enzimas, mediante, filtracion o centrifugacion. En el

caso de los procesos de fermentacion en cultivos en superficie que se utilizan

12
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principalmente para la produccion de enzimas extracelulares fungicas, la masa
semisélida de la post-fermentacion se extrae usualmente con agua antes de ser
filtrada. El sobrenadante o el filtrado que contiene la enzima se concentra y se
puede vender como una preparacion enzimatica liquida normalizada que contiene
conservadores y/o estabilizantes, o se precipita, se seca y se muele con objeto de

obtener una enzima en forma de polvo o de granulos [Ward, 1989].

Figura I. Diagrama de flujo para la produccion de enzimas industriales mediante fermentacion
[Ward, 1989].
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l
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l
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MEJORAMIENTO DE CEPAS.

Un paso importante durante el proceso de produccion de enzimas de interés
industrial es el mejoramiento genético de las cepas. Esta actividad ha estado
dirigida principalmente a obtener cepas mutantes que incrementen los
rendimientos del producto para reducir los costos del proceso. Aunque los
mecanismos bioquimicos y genéticos que controlan la expresién de la sintesis de
las enzimas ahora ya son conocidos, la experiencia ha mostrado que el
mejoramiento de cepas puede ser logrado aun en ausencia de un conocimiento
detallado de dichos mecanismos. Un buen ejemplo de mejoramiento es el logrado
en Penicillum chrysogenum en donde se incrementé hasta 500 veces la

produccion de penicilina con respecto a la cepa silvestre [Rowlands, 1984].

MUTAGENESIS.

La modificacion o mejoramiento de la cepas ha sido realizada en gran parte
utilizando el método tradicional de mutagénesis mediante el empleo de agentes
fisicos y quimicos, como lo son entre otros, la nitrosoguanidina (NTG) y el metil
etano sulfonato (MES) que reaccionan con el ADN, trasfiriendo un grupo metilo,
causando transiciones (cambio de una purina por otra o de una pirimidina por otra)
y transversiones (cambio de una purina por una pirimidina) [Eder et al., 1989;
Brookes, 1990]; el acido nitroso (AN) causa desaminaciones oxidativas en la
adenina, citosina y guanina que dan lugar a la hipoxantina, uracilo y xantina

respectivamente [Schuster, 1960] y la luz ultravioleta (UV) que provoca

14



F. D. Rios V. 2006. Purificacion Parcial y Analisis Electroforético de las Pectina Liasas de Aspergillus Sp. y un Hibrido Obtenido por
Fusién de Protoplastos.

dimerizaciones entre pirimidinas adyacentes o de la pirimidinas que se encuentran
entre cadenas complementarias causando entrecruzamiento [Glickman et al.,
1986]. La aplicacidon de un programa de mejoramiento genético en el hongo
celulolitico  Penicillium pinophilum 87160Ill, permiti6 seleccionar durante
tratamientos sucesivos de mutagénesis con UV y NTG a la mutante NTGIII/6 en la
que se incrementdé 5 veces la actividad de carboximetilcelulasa, 2 veces la
actividad de xilanasas, 2 veces la actividad de beta glucosidasas y 3 veces la
actividad en papel filtro con respecto a la cepa progenitora [Brown et al., 1987].

En el sistema pectinolitico, hay poca informacién de trabajos sobre mejoramiento
genético. Algunos estudios realizados con éxito han sido reportados por Szanjer
[1974], quien llevd a cabo la mutagénesis de Penicillium sp. 74/B con luz
ultravioleta y etileneneimina y obtuvo mutantes hiperproductoras que
incrementaron de 2 a 3 veces la produccién de poligalacturonasas al ser crecidas
en pectina, aunque la produccién de pectinesterasas disminuyé. Por otro lado, han
sido obtenidas mutantes insensibles a represion catabdlica por glucosa en
Aspergillus niger que incrementaron 3.8 veces la produccion de endopectinasas
en pectina [Antier et al., 1993] y también mutantes insensibles a la represion
catabdlica por glicerol de Aspergillus sp. CH-Y-1043 que produjeron mayor
cantidad de endopectinasas cuando crecieron en cascara de limoén [Solis et al.,

1990].
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FUSION DE PROTOPLASTOS.

Otra alternativa para el mejoramiento de cepas es la fusion de protoplastos para la
obtencion de hibridos, la cual es una metodologia que ha demostrado ser util para
realizar diferentes tipos de estudios con microorganismos y células vegetales, para
lograr recombinaciones genéticas intraespecie, interespecie e intergenéricas
[Peberdy, 1979]. Es decir, se puede complementar informacion genética que de
otra forma no podria ocurrir en la naturaleza. Este sistema permite superar los
problemas de incompatibilidad que pudieran presentarse entre los hongos

[Wangemann-Budde y Schauz, 1991].

Para poder llevar a cabo la fusion es necesaria la obtencion de protoplastos, que
son células desprovistas de la pared celular por la acciéon de enzimas liticas [Anné,
1982]. Los protoplastos representan entidades organizadas con un metabolismo
activo y transferencia de energia [Davis, 1985], por lo que ofrecen un modelo
interesante para llevar a cabo estudios bioquimicos y morfolégicos en los hongos.
En estos organismos, las poblaciones de protoplastos pueden ser heterogéneas
con respecto a los organelos que contienen y son capaces de regenerar a células

normales cuando se encuentran en los medios adecuados [Bos, 1985].

La fusién de protoplastos ha sido utilizada en estudios genéticos basicos, sin
embargo, su aplicacidon practica mas importante es el mejoramiento genético de
cepas productoras de enzimas u otros compuestos de importancia industrial

[Peberdy, 1991]. En hongos filamentosos se ha llevado a cabo la fusién de
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protoplastos para mejorar la producciéon del antibidtico penicilina en hibridos
obtenidos por fusion interespecie de Penicillium chrysogenum vy Penicillium
stoloniferum [Anné, 1982], la produccion de B-glucosidasa en Aspergillus niger
[Hoh et al., 1992], el mejoramiento de Trichoderma harzanium como agente
biocontrol contra patégenos de plantas [Pe’er y Chet, 1990] y la actividad lipolitica
en hibridos intraespecie de Penicillium caseicolum [Reymond et al., 1988].
También la fusién de protoplastos ha sido aplicada para el mejoramiento de cepas
industriales que son utilizadas para la elaboracién de alimentos fermentados como
el sake, el miso y la salsa de soya, en donde se requiere la participacion de varias
enzimas [Ushijima, 1993]. De esta manera se han obtenido hibridos que producen
mayor actividad de proteasa, amilasa y peptidasa que cualquiera de las dos cepas

progenitoras [Ushijima et al., 1990].

PECTINAS.

Las pectinas o sustancias pécticas son nombres colectivos para un grupo de
polisacaridos cercanamente asociados, los cuales estan presentes en las paredes
celulares vegetales, participan en complejos procesos fisioldgicos, como
crecimiento celular, diferenciacion celular y determinan la rigidez del tejido vegetal.
También tienen un papel importante en el mecanismo de defensa contra los

fitopatégenos [Schols y Voragen, 2003].

Las sustancias pécticas son polisacaridos de un alto peso molecular, que como ya

se menciond constituyen una importante parte de la pared celular primaria [Konno
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y Yamasaki, 1982; Fogarty y Kelly, 1983], ademas, de ser el principal componente
de la lamela media, una delgada capa de material adhesivo extracelular
encontrado entre las paredes primarias de células vegetales jovenes adyacentes
[Fogarty y Kelly, 1983; Alkorta et al., 1998].

La Sociedad Americana de Quimica (American Chemical Society) clasifica a las
sustancias pécticas dentro de cuatro grupos principales: protopectinas, acidos
pectinicos, pectinas y acidos pécticos, donde la protopectina es insoluble en agua,
y las otras tres son totalmente o parcialmente solubles [Alkorta et al., 1998].

Las protopectinas son aquellas sustancias pécticas presentes en las plantas y de
las cuales se originan las sustancias pécticas; los acidos pectinicos son acidos
coloidales poligalacturénicos que contienen una pequefa porcién de grupos éster
metilo; las pectinas son acidos pectinicos que presentan variaciones en la
cantidad de grupos éster metilo y los acidos pécticos o pectato son acidos
coloidales poligalacturénicos que esencialmente no presentan grupos éster metilo
[Fogarty y Kelly, 1983]. Una esterificacion del 100% en los acidos
poligalacturénicos conlleva a un contenido teérico de metoxilacion del 16.3% en

las pectinas [Kertesz, 1951].

Quimicamente, las sustancias pécticas son esencialmente heteropolisacaridos
ramificados, con una cadena central constituida de acidos galacturénicos, parte de
los cuales estan metilesterificados. La Sociedad Americana de Quimica ha
acordado que la molécula pectinica (Figura Il) consiste de una cadena estructural
formada por unidades de acido D-galacturénico unidos por enlaces axial-axial a-

(1,4) (este segmento es llamado smooth region o regién lisa). Esta cadena

18
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contiene regiones ricas en L-ramnosa, con cadenas laterales de arabinosa y xilosa
(esta region es llamada hairy region o region ramificada). Los grupos carboxilicos
de los acidos galacturénicos estan parcialmente esterificados por grupos metilo y
parcialmente o completamente neutralizados por iones de sodio, potasio o amonio.
Algunos de los grupos hidroxilo C, y C3 pueden estar acetilados [Alkorta et al.,

1998; Schols y Voragen, 2003].

Las sustancias pécticas son responsables por la consistencia, turbiedad y
apariencia de los jugos de frutas. De hecho, la presencia de las sustancias
pécticas en los jugos de frutas causa un considerable aumento en su viscosidad,
afectando los procesos de filtracion, clarificacién y una subsiguiente concentracion

[Alkorta et al., 1998].
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Figura Il. Elementos estructurales de pectina. La presencia, la cantidad y la estructura quimica en
los segmentos puede variar dependiendo del origen de la pectina. Gal. Galactosa; GalA, acido
galacturoénico; Rha, ramnosa; Fuc, fucosa; Xyl, xilosa; DHA, acido 3-deoxi-D-lixo-2-heptulosarico;
KDO, acido 2-keto-3-deoxi-D-mano-octulosénico; Api, apiosa; AceA, acido acérico; ALCA, acido
glucurénico; Ac, grupo acetil; Me, ester metilo; 4-0-Me, 4-0-eter metil [Schols y Voragen, 2003].
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ENZIMAS PECTICAS.

Las sustancias pécticas son degradadas naturalmente por enzimas pectinoliticas.
La clasificacion de las enzimas pécticas esta basada en su modo de ataque a las
uniones de galacturonatos en la molécula de la sustancia péctica. Basicamente
existen tres tipos de enzimas pécticas: enzimas de-esterificadoras
(pectinesterasas), enzimas depolimerasas (pectinasas: hidrolasas y liasas) y

protopectinasas [Takuo, 1992; Alkorta et al., 1998; Benen y Voragen, 2003].

MODO DE ACCION DE LAS ENZIMAS PECTICAS.

Las pectinesterasas catalizan la desesterificacion del grupo metoxilo de la pectina
(Figura 1ll) formando acido péctico o pectato y metanol y son producidas por
hongos, bacterias, levaduras y plantas vasculares. Estas pectinesterasas estan
presentes practicamente en todas las preparaciones pectinoliticas comerciales y
pueden estar involucradas en cambios en las sustancias pécticas de frutas y
vegetales durante la maduracion, almacenamiento y procesamiento. Las
depolimerasas rompen los enlaces glicosidicos a-(1-4) entre los mondémeros de
acido galacturdnico en las sustancias pécticas, ya sea por hidrdlisis (hidrolasas) o
por B- eliminacion. Las hidrolasas han sido divididas en cuatro grupos: aquellas
que prefieren pectato fueron llamadas poligalacturonasas, mientras que aquellas
que prefieren degradar pectina fueron llamadas polimetilgalacturonasas. Los
prefijos endo y exo usados junto con estos nombres denotan un patrén de accién

interno o externo de la molécula de pectina. Las endopoligalacturonasas son
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producidas por una gran variedad de organismos como hongos y bacterias, unas
pocas levaduras y plantas vasculares. Las exopoligalacturonasas, sin embargo, se
han presentado en diferentes frutos y vegetales, asi como también, en hongos y
en pocas bacterias. Las liasas que también son llamadas trans-eliminasas,
rompen el enlace glicosidico tanto de pectato (endo y exopoligalacturonato liasa)
como en pectina (endopolimetilgalacturonato liasa). Las polimetilgalacturonato
liasas (de las cuales todas presentan actividad endo) son las Unicas que hidrolizan

pectina [Roumbots y Pilnik, 1980; Fogarty y Kelly, 1983; Alkorta, et al., 1998].

Finalmente, las protopectinasas son las enzimas solubilizadoras que liberan de la
protopectina a una pectina altamente polimerizada y soluble en agua. Estas son
clasificadas en dos tipos: el tipo A, que actua en la regién de protopectina
compuesta por acido poligalacturénico y el tipo B que actua en las cadenas de
polisacaridos que conectan a la cadena de acido poligalacturénico con los

constituyentes de la pared celular [Takuo, 1992; Alkorta, et al., 1998].
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Figura Ill. Modo de accion de las pectinasas sobre la molécula de pectina. PMGL,

polimetilgalacturonato liasa (pectina liasa); PMG, polimetilgalacturonasa (pectina hidrolasa); PMGE,
polimetilgalacturonato esterasa (pectinesterasa); PGL, poligalacturonato liasa (pectato liasa); PG,
poligalacturonasa (pectato hidrolasa) [Alkorta, et al., 1998].
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APLICACIONES DE LAS ENZIMAS PECTICAS.

Aunque las enzimas pécticas llevan a cabo su mejor papel en la destrucciéon y
descomposicion de frutas y vegetales, éstas también han tenido considerables
aplicaciones industriales en la descomposicion de los tejidos vegetales,
particularmente en las industrias de procesamiento y manufactura de jugos y
purés de frutas y vegetales. La utilizaciéon de las enzimas tiene las siguientes
ventajas: 1) incremento en la produccion de jugos y solidos de los frutos; 2)
reduccion de la viscosidad de concentrados y 3) modificacion y solubilizacién de
las estructuras pécticas en los frutos, para la sedimentacion y clarificacién de
jugos [Fogarty y Kelly, 1983]. En este sentido la adicidon de enzimas exdgenas, por
ejemplo, pectinasas, permiten una mayor degradacion especifica, necesaria para
obtener texturas uniformes, no posibles con calor y al mismo tiempo preservan el
color y las vitaminas. Estas enzimas son aun mas importantes cuando se
producen concentrados claros algo que no es posible obtener sin el uso de las
pectinasas exdégenas. Ademas, las enzimas exogenas, refuerzan las bajas
actividades de las pectinasas enddgenas presentes en las frutas, liberadas
durante la maceracién de la fruta. Las pectinasas utilizadas son pectina liasa (PL),
pectina esterasa (PE) y poligalacturonasa (PG), las cuales se agregan al
macerado, en cantidades de 40-200 g ton™" de fruta, por 30-60 min a 15 a 30°C.
Estas enzimas bajan la viscosidad de la pectina a través de su hidrédlisis e
incrementan la prensabilidad de la fruta conforme el gel de la pectina se colapsa.
También durante este proceso, el jugo y el color de los pigmentos localizados en

las cascaras son mas faciles de liberar. En otros casos, las enzimas son
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agregadas al jugo, después de prensar, como un paso de despectinizaciéon. Las
pectinasas hidrolizan a la pectina, permitiendo la clarificacion del jugo por la
neutralizacion de las cargas electrostaticas entre los acidos urénicos, proteinas y
taninos. La adicion de agentes finos, con una consecuente filtracion, o
ultrafiltracién, permite la clarificacion del jugo, el cual puede ser concentrado a
mas de 70-72°Brix, lo que permite un incremento en la capacidad de
almacenamiento y evita la contaminacion microbiana [Grassin y Fauquembergue,
1996]

Las enzimas pécticas también han sido aplicadas en la maceracion y
solubilizacion de los tejidos de los frutos en el proceso llamado licuefaccion de
tejidos, donde se requiere la integridad de la pared celular del tejido [Alkorta et al.,
1998].

Actualmente la mayoria de las preparaciones comerciales de enzimas pécticas
son usadas en la industria de procesamiento de frutos y considerando que las
enzimas pécticas por si mismas representan un cuarto de la produccion de
enzimas a nivel mundial, se puede concluir que se esta tratando con un inmenso
mercado que puede ser beneficiado por la aplicacién de innovaciones tecnoldgicas

que reduzcan los costos e incrementen la produccioén [Alkorta et al., 1998].
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PECTINA LIASA.

La pectina liasa o endopolimetilgalacturonato liasa es hasta ahora la Unica enzima
conocida que es capaz de hidrolizar pectina altamente esterificada, como la
pectina de la manzana, sin la necesidad de la accién anterior de otra enzima
[Fogarty y Kelly, 1983; Alana et al., 1991; Sakiyama et al., 2001]. La pectina liasa
(Figura Ill) rompe el enlace D-galacturonosidico a-1,4 [Sutherland, 1995] por
eliminacién, dando como resultado la formaciéon de acidos galacturénicos
insaturados con un doble enlace entre los carbonos 4 y 5 de la molécula
[Albersheim y Killias, 1962; Szajer y Szajer, 1982]. Esta enzima requiere que los
residuos de acido galacturénico que estan formando el enlace cuenten con un
grupo metilesterificado para poder actuar [Van Alebeek et al., 2002; Benen y

Visser, 2003].

La mayoria de las pectina liasas son de origen fungico con el reporte de algunas
endopolimetilgalacturonato liasas de origen bacteriano; todas cuentan con
actividad endo y causan un rapido decremento en la viscosidad de las pectinas
[Roumbots y Pilnik, 1980; Fogarty y Kelly, 1983; Benen y Visser, 2003]. Las
propiedades de algunas pectina liasas se muestran en la Tabla I, donde se puede
observar que algunas de las pectina liasas de origen fungico que han sido aisladas
provienen de los géneros Neurospora, Botritys, Penicillium y Aspergillus [Benen y

Visser, 2003].
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Tabla I. Propiedades de algunas pectina liasas [Rombouts y Pilnik, 1980].

Fuente de la enzima Peso Punto Actividad pH 6ptimo Km por
Molecular Isoeléctrico especifica pectina
(unidades/mg (mg/ml)
de proteina)
Hongos
Alternaria mali | 28000 176 8.7
Il 31000 577 8.2
Aspergillus fonsecaeus 19 5.2
Aspergillus japonicus 32000 7.7 355 6.0
Aspergillus niger 3.5 24 5.2
Aspergillus niger | 35400 3.65 17 6.0
Il 33100 3.75 44 6.0 5.0
Aspergillus sojae 32000 77 5.5 0.9
Dothidea ribesia 31200 8.9 8.4 3.2
Bacterias
Erwinia aroideae 30000 400 8.1

Basandose en su nombre y en la clasificacion que da la Comisién de Enzimas
(Enzyme Commission) se podria esperar una estricta separacién basada en la
especificidad por el sustrato tanto de la pectina liasa, como de la pectato liasa
(poligalacturonato liasa), sin embargo, esto no ocurre. Para muchas pectina liasas,
la actividad especifica se incrementa al aumentar el grado de metilesterificacién
[Roumbots y Pilnik, 1980; Fogarty y Kelly, 1983; Benen y Visser, 2003], ya que
algunas de ellas tienen su mas alta actividad especifica cuando actuan sobre
pectinas con un moderado grado de metilesterificacion (20-50%) en lugar de
pectina con un grado de metilesterificacién de 0% [Benen y Visser, 2003]. El unico
factor discriminativo entre la pectina y la pectato liasa es que la pectato liasa
presenta un requerimiento absoluto de iones de calcio (Ca”) para llevar a cabo la

catalisis [Benen y Visser, 2003].
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El mejor sustrato para la endopolimetilgalacturonato liasa es pectina altamente
metilesterificada, por lo tanto el acido galacturénico y el éster glicil del
poligalacturonato no son hidrolizados. El incremento en la afinidad de la pectina
liasa por pectina con mayor grado de metilesterificacion se demostré en un pH
optimo de 5-6, pero a un menor pH, el grado de metilesterificacion puede cambiar
a un valor mas bajo. Aunque el calcio no es requerido por la pectina liasa para
llevar a cabo su actividad, varios autores han observado que el calcio y otros
cationes influyen sobre la actividad de la enzima dependiendo del pH y del grado
de esterificacion del sustrato [Roumbots y Pilnik, 1980; Fogarty y Kelly, 1983]. A
valores de pH arriba del éptimo, el calcio (Ca®**) promueve la actividad
notablemente en sustratos alcalinos parcialmente desesterificados. La adicion de
Ca’" a la mezcla de reaccion también trae como resultado una disminucion del pH

optimo [Benen y Visser, 2003].

IMPORTANCIA DE LA PECTINA LIASA.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la pectina liasa es la unica enzima
capaz de hidrolizar pectina sin la ayuda de otra enzima [Szajer y Szajer, 1982;
Fogarty y Kelly, 1983; Alana, et al., 1991; Alkorta, et al., 1998; Sakiyama et al.,
2001]. Esto a pesar de que se ha reportado la presencia de actividad de
polimetilgalacturonasa, la existencia de estas enzimas parece ser cuestionable ya
que es posible que preparaciones con poligalacturonasa conteniendo
pectinesterasa hayan sido tomadas como preparaciones conteniendo

polimetilgalacturonasa [Fogarty y Kelly, 1983; Alkorta, et al., 1998].
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La enzima pectina liasa actualmente se utiliza junto con las enzimas
poligalacturonasa y la pectin esterasa en diferentes preparaciones para llevar a
cabo diferentes procesos, como son: el mejoramiento de la maceracion de la
manzana y la extraccion de jugo del macerado; asi como, el mejoramiento de la
maceracion de las moras, para obtener productos con un color mas intenso;
separacién de fibras del macerado, produciendo jugos vegetales de baja
viscosidad; produccion de jugos claros a través de una extraccion continua;
clarificacion de jugos de frutas; produccion de concentrados de jugos de frutas
citricas y tropicales; aumento del color de los vinos tintos y en la eliminacién de

problemas de filtracién en la produccién de vinos jovenes [Uhlig, 1998].

Por otro lado, trabajos recientes han mostrado que la pectina liasa pura, usada a
pH de 3 a 4, puede clarificar jugo de manzana. Esta investigacion también muestra
que el jugo de manzana conteniendo pectina esterificada en un 91-92% puede ser

facilmente clarificado por pectina liasa pura [Kashyap et al., 2001].

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PECTINA LIASA.

La actividad de endopolimetilgalacturonato liasa (pectina liasa) puede ser
determinada por la aparicion de dobles enlaces, producto de la actividad de
pectina liasa sobre la pectina, a través del incremento de la absorbancia a una
longitud de onda de 235 nm, causada por la presencia del doble enlace del acido

metilgalacturdnico insaturado [Roumbots y Pilnik, 1980; Fogarty y Kelly, 1983].
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ANTECEDENTES.

La cepa Aspergillus sp. CH-Y-1043, aislada del suelo de una zona henequera del
estado de Yucatan, produce pectinasas extracelulares (endopectinasa,
exopectinasa, pectina liasa y pectina esterasa) [Saval et al., 1982; Saval y Huitrén,
1983; Huitron et al., 1984], observandose que esta cepa sintetiza mayor cantidad
de pectinasas cuando crece en desechos agroindustriales que contienen pectina
[Larios et al., 1989]. También se ha reportado que los filtrados libres de células
cuentan con una actividad especifica mayor que la de algunas preparaciones
comerciales y por lo tanto tiene un gran potencial para la produccion de pectinasas
a gran escala [Saval et al., 1982; Saval y Huitron, 1983].

La cepa Aspergillus flavipes ATCC-16795 presenta también produccion de
pectinasas y produccion de pectina liasa bajo ciertas condiciones de temperatura y
pH [Ortiz, 1991]. Delgado y colaboradores [1993] demostraron que la cepa
Aspergillus sp. CH-Y-1043 produce actividad de pectina liasa en buenos niveles
(160 unidades de pectina liasa por mililitro).

La enzima pectina liasa es la Unica enzima capaz de degradar pectina sin la
accion anterior de otra enzima [Szajer y Szajer, 1982; Fogarty y Kelly, 1983; Alafia
et al., 1991; Alkorta et al., 1998; Sakiyama et al., 2001], siendo esta caracteristica
de suma importancia para la industria.

Al contar estas dos cepas con diferentes caracteristicas que las hacen buenas

productoras del complejo pectinolitico se decidié llevar a cabo la obtencion de
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hibridos interespecie por medio de la fusién de protoplastos como un paso en el
mejoramiento genético de estos dos microorganismos [Solis et al., 1997]. De esta
manera se obtuvieron hibridos con un alta produccion de actividad de pectinasas
(endopectinasa y pectina liasa), sobresaliendo entre éstos la cepa HZ la cual
presenta una produccion de actividad de pectina liasa 4.5 veces mayor que las

cepas parentales [Solis, 1997].
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OBJETIVO.

Dado que la cepa HZ que es un hibrido obtenido por fusion de protoplastos
produce elevada actividad de pectina liasa extracelular, mayor a la que producen
las cepas parentales Aspergillus sp. CH-Y-1043 y Aspergillus flavipes ATCC-
16795, es posible que en la cepa HZ se presente una mayor induccion de la
pectina liasa de alguna de las cepas parentales o la produccion de una enzima
diferente que sea mas activa, ambas posibilidades como resultado de una
recombinacion genética.

En este trabajo el objetivo fue analizar y comparar la pectina liasa de cada cepa,
obtenida de la fermentacion en cascara de limén como Unica fuente de carbono, a
travées de la electroforesis y zimogramas, y posteriormente purificar por
cromatografia de intercambio iénico en DEAE Sephadex A-50 la pectina liasa de la
cepa parental Aspergillus sp. CH-Y-1043 y la del Hibrido HZ, para compararlas

entre si.
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MATERIALES Y METODOS.

Microorganismos utilizados.

Las cepas utilizadas para llevar a cabo este estudio son hongos filamentosos
saprofitos. La cepa Aspergillus sp. CH-Y-1043, aislada del suelo de una zona
henequera del estado de Yucatan y seleccionada en nuestro laboratorio [Saval y
Huitron, 1983]; Aspergillus flavipes ATCC-16795, cepa adquirida en la ATCC
(American Type Culture Collection) de E.U.A. y el hibrido HZ, obtenido por fusién
de protoplastos interespecie entre las dos cepas mencionadas anteriormente
[Solis, 1997]. Estos microorganismos presentan actividad de pectina liasa
extracelular al crecer sobre un sustrato inductor, como es la pectina citrica o de

manzana, asi como en materiales vegetales que contienen pectina.

Reactivos utilizados.

Papa dextrosa agar (PDA) [MERCK], agar bacteriolégico [DIFCO], fosfato de
potasio monobasico [J.T. Baker], fosfato de potasio dibasico [J.T. Baker], sulfato
de amonio [J.T. Baker], pectina citrica [SIGMA], pectina de manzana
[GRINDSTED], cascara de liméon [DANISCO de México], Trizma Base [SIGMA],
Tris-HCI [SIGMA], acido clorhidrico [J.T. Baker], hidroxido de sodio [J.T. Baker],

albumina serica bovina [SIGMA], sulfato de cobre [J.T. Baker], tartrato de sodio y
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potasio [MERCK], carbonato de sodio [J.T. Baker], reactivo de Fenol Folin-
Ciocalteu [SIGMA], acetona [J.T. Baker], acetato de amonio [J.T. Baker], DEAE
Sephadex A-50 [Pharmacia Biotech], cloruro de sodio [J.T. Baker], acrilamida
[SIGMA], bis-acrilamida [BIO-RAD], persulfato de amonio [BIO-RAD], Temed [BIO-
RAD], acido tiobarbiturico [SIGMA], acido poligalacturénico [SIGMA], glicina

[SIGMA], azul de bromo fenol [BIO-RAD].

Medios de cultivo.

Medio A (para la propagacién y conservacion de cepas): Se preparé al 3.9% (w/v)
de PDA (papa, dextrosa, agar) y suplementado con 2.0% (w/v) de agar
bacteriologico. Posteriormente, 30 ml se vaciaron en matraces Erlenmeyer de 500
ml y se esteriliz6 20 min a 121°C. Se dejo solidificar y se le realizé la prueba de
esterilidad a cada matraz, la cual consiste en dejar los matraces a 37°C por 24

horas observando si hay crecimiento de microorganismos.

Medio B (para la produccion de pectina liasa por las cepas Aspergillus sp. CH-Y-
1043 y HZ): Se prepar6 en agua destilada conteniendo 0.05% (w/v) de KH,POu,
0.05% (w/v) de KoHPO4, 0.4% (w/v) (NH4)2SO407H,0 y 1.0% (w/v) de cascara de
limén como fuente de carbono. Las sales fueron esterilizadas por separado de la
fuente de carbono; tanto las sales como la fuente de carbono se ajustaron a un pH
de 3.0 y se esterilizaron a 121°C durante 20 minutos. Después de la esterilizacion

las sales se vaciaron al matraz que contenia la fuente de carbono.
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Medio C (para la produccion de pectina liasa por la cepa A. flavipes ATCC-16795):
fue preparado en agua destilada conteniendo 0.2% (w/v) de KH2POg4, 0.2% (w/v)
de KoHPOy4, 0.2% (w/v) de (NH4)2SO407H,0 y 1.0% (w/v) de cascara de limén
como fuente de carbono. Y se aplico el mismo procedimiento descrito en el Medio

B tanto a las sales como a la fuente de carbono.

Conservacién y propagacion de las cepas.

Las cepas se conservaron y propagaron a través de la resiembra por estria en
tubos inclinados de 16x150 mm con Medio A; después de haber sido propagadas
se mantuvieron a 4°C hasta su uso. Las cepas de Aspergillus sp. CH-Y-1043 y de
HZ fueron incubadas a 37°C y la cepa A. flavipes ATCC-16795 a 29°C, por 72

horas.
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Preparacién del in6culo.

En condiciones de esterilidad se tom6 uno de los tubos donde se propago la cepa
y se colectaron las esporas resuspendiéndolas en agua destilada estéril, para
después tomar 1.0 ml de esta suspension de esporas y dispersarla sobre 30 ml de
Medio A sélido contenido en matraces Erlenmeyer de 500 ml. Los matraces con
esporas de Aspergillus sp. CH-Y-1043 y HZ se incubaron 144 horas a 37°C y los
matraces con esporas de A. flavipes ATCC-16795 a 29°C por 72 horas.
Posteriormente en condiciones de esterilidad a cada matraz se le agregaron 10 ml
de agua destilada estéril y con ayuda de una barra magnética y un agitador, las
esporas fueron resuspendidas. A la suspension de esporas obtenida se le
determiné la densidad Optica a 540 nm en un espectrofotdmetro (Milton Roy
Spectronic 21D). Para la cepas de Aspergillus sp. CH-Y-1043 y HZ se tomé6 1.0 ml
de la suspension de esporas que tenga una densidad 6ptica de 3.0 a 540 nm, el
cual fue empleado como inéculo por cada 100 ml de Medio B. Para la cepa A.
flavipes ATCC-16795 se toma 1.0 ml de la suspension de esporas que tenga una
densidad optica similar, el cual fue empleado como inéculo por cada 100 ml de

Medio C.

Produccion de pectina liasa extracelular.

La produccion de pectina liasa por las cepas Aspergillus sp. CH-Y-1043 y HZ se

realizé en matraces Fernbach de 2800 ml, conteniendo 800 ml de Medio B. Los
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matraces ya inoculados con la cepa se incubaron a 37°C, con una agitacion de
200 rpm en una agitadora rotatoria Psycrotherm G-26 (New Brunswick Scientific).
Se utilizaron 5 matraces Fernbach por cepa, para una fermentacién de 120 horas.
Los matraces son incubados simultdneamente, retirando un matraz cada 24 horas.
Al parar la fermentacion, de cada matraz se tomaron 15 ml y se centrifugaron a
2500 rpm por 15 minutos en una centrifuga clinica (Solbat), separando el
sobrenadante. Todo el medio residual se pas6 a través de gasa y algodon

obteniendo el filtrado enzimatico.

La produccion de pectina liasa por la cepa A. flavipes ATCC-16795 se realizé en
un matraz Fernbach de 2800 ml, conteniendo 1000 ml de Medio C. El matraz ya
inoculado con la cepa se incubdé a 29°C a una agitacion de 200 rpm en una
agitadora rotatoria Psycrotherm G-26 (New Brunswick Scientific). EI contenido de
un solo matraz Fernbach se utilizé para una fermentacion de 72 horas. Cada 24
horas en condiciones de esterilidad se tom6 una muestra de 15 ml y se centrifugd
a 2500 rpm por 15 minutos en una centrifuga clinica (Solbat), separando el
sobrenadante. Todo el medio residual se pas6 a través de gasa y algodon

obteniendo el filtrado enzimatico.
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Determinacion de la actividad de pectina liasa extracelular.

La actividad de pectina liasa se determin6 monitoreando el incremento en
absorbancia a 235 nm, el cual es causado por la formacién de una doble ligadura
entre los carbonos 4 y 5, generados a partir del rompimiento de la molécula de
acido polimetilgalacturdnico por la pectina liasa (Fogarty y Kelly, 1983). La mezcla
de reaccion contenia 1.0 ml de pectina citrica al 0.8%, 1.0 ml de buffer Tris-HCI
0.05 M pH 8.8, y 0.5 ml de la muestra problema (ya sea sobrenadante libre de
células, filtrado enzimatico, concentrado enzimatico, precipitado enzimatico o
fracciones de la cromatografia). La mezcla de reaccién fue incubada a 45°C por 60
min. Posteriormente, para detener la reaccion se tomdé 0.5 ml de la mezcla de
reaccion y se llevd a un tubo conteniendo 4.5 ml de HCI 0.01 M frio. Los tubos
control contenian exactamente lo mismo que los tubos con la mezcla de reaccion,
pero después de agregar la muestra problema y agitar, se tomé inmediatamente
0.5 ml y se llevo al tubo que contiene HCI, para que no se lleve a cabo la reaccién.
Una unidad (U) de actividad de pectina liasa se define como la cantidad de
enzima que produce un incremento de 0.1 en la absorbancia a 235 nm en la

mezcla de reaccién [Albersheim y Killias, 1962; Delgado, et al., 1993].
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Determinacion de proteina extracelular.

La determinacion de proteina se realiz6 siguiendo el método reportado por Lowry y
colaboradores [1951] utilizando una curva estandar de albumina sérica bovina (25-
250 ug). Antes de determinar la cantidad de proteina extracelular, las muestras
fueron dializadas, para lo cual se tomaron de 2.0 a 4.0 ml de la muestra problema
y se depositaron en bolsas de dialisis (Spectra/Por) con una capacidad de corte de
12,000 a 14,000 daltons previamente hidratadas en agua destilada, dializandose
contra agua destilada a una temperatura constante de 4°C por 3 horas con
cambios de agua cada 45 min, para las muestras de Aspergillus sp. CH-Y-1043 y
HZ; para las muestras de A. flavipes ATCC-16795 se llevo a cabo la didlisis por 6
horas con cambios de agua cada 45 min, ya que estas muestras provenian de una

fermentacion que contaba con una mayor cantidad de sales.

Mezcla de filtrados enzimaticos

Para poder contar con una mayor actividad enzimatica inicial de pectina liasa, se
mezclaron los filtrados enzimaticos obtenidos del cultivo de la cepa de Aspergillus
sp. CH-Y-1043 y de la cepa HZ, cultivados en cascara de limoén al 1.0% como
unica fuente de carbono. Los filtrados enzimaticos que se mezclaron fueron
aquellos que presentaron una actividad mayor a las 100 unidades de actividad de
pectina liasa por ml. Los filtrados enzimaticos de Aspergillus sp. CH-Y-1043 con
24, 48, 72 y 120 horas de incubacion fueron mezclados entre si constituyendo el

filtrado enzimatico denominado Filtrado Enzimatico-1043 (F E-1043). Los filtrados
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de HZ con 48, 72, 96 y 120 horas de incubacion también fueron mezclados entre
si, constituyendo el filtrado enzimatico denominado Filtrado Enzimatico-HZ (F E-

HZ).

Al filtrado enzimatico obtenido de la fermentacion de A. flavipes ATCC-16795 con
1.0% de cascara de limon y 72 horas de incubaciéon se le denominé Filtrado

Enzimatico-A. flavipes (F E-A. flavipes)

Cromatografia de intercambio i6nico en DEAE Sephadex A-50.

Para llevar a cabo esta técnica fue necesario llevar a cabo los siguientes pasos y
cabe mencionar que sélo se utilizé la mitad del volumen de los Filtrados
Enzimaticos-1043 y -HZ, el resto del volumen se utilizé para los procesos de

electroforesis y zimograma.

a) Concentracion de filtrados enzimaticos.

Previamente a la concentracion, los Filtrados Enzimaticos-1043 y -HZ se

centrifugaron en una centrifuga Sorvall a 4°C por 20 min a 6500 rpm.

La concentracion de filtrados se llevd a cabo en un equipo de ultrafiltracion por

flujo tangencial Pellicon Millipore con membranas de 10,000 MW.
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b) Preparacidon de la muestra.

Se precipitaron las proteinas de los Filtrados Enzimaticos-1043 y -HZ
concentrados en un recipiente previamente enfriado y sumergido en hielo, al que
se agregaron poco a poco 2.5 volumenes de acetona fria (—20°C). Esta solucion
se agitdé suavemente por media hora dentro del hielo. Posteriormente, se
centrifugé 5 min a 10,000 rpm a +4°C en una centrifuga Sorvall. El sobrenadante
se desecho y el precipitado se resuspendié en buffer de acetato de amonio 0.02M

pH 5.0 (buffer de equilibrio).

c) Preparacion y empaquetamiento de la columna de DEAE Sephadex A-50.

Esta matriz fue hidratada resuspendiéndola en buffer de equilibrio, acetato de
amonio 0.02 M pH 5.0, posteriormente fue lavada con el buffer de equilibrio varias
veces y al mismo tiempo se eliminaron las particulas finas por decantacion. La
matriz fue desaereada al vacio por 30 min y empaquetada manualmente en una
columna LKB de 56 cm de longitud y con un diametro interno de 2.6 cm. Se dejé
reposar en la columna durante una noche. Finalmente a la matriz se le pasa buffer
de equilibrio hasta obtener, a la salida de la columna, el mismo pH con el que
cuenta el buffer de equilibrio. Para la cromatografia del Filtrado Enzimatico-1043
concentrado se utilizaron 3.85 gramos de matriz y para la cromatografia del

Filtrado Enzimatico-HZ concentrado se utilizaron 3.07 gramos.
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d) Carga de la muestra ala columnay elucién.

El Filtrado Enzimatico concentrado se pasé por un filtro Swinex de Millipore con
una membrana de poro de 5.0 pm antes de cargarlo en la columna.
Posteriormente la columna fue cargada con la muestra y fue eluida por etapas,
con una velocidad de flujo constante de 30 ml h™", colectando fracciones de 5.0 ml
cada 10 min. Los buffer utilizados para la elucién fueron: A) buffer de acetato de
amonio 0.02 M, pH 5.0; B) buffer de acetato de amonio 0.1 M mas 0.05 M de
NaCl, pH 5.0; C) buffer de acetato de amonio 0.1 M mas 0.1 M de NaCl, pH 5.0; y
D) buffer de acetato de amonio 0.1 M mas 0.5 M de NaCl, pH 5.0. A cada fraccién
recolectada se le determind su absorbancia a 280 nm, asi como la actividad de

pectina liasa.

Concentracion de los filtrados enzimaticos.

El resto de los Filtrados Enzimaticos-1043 y —HZ, al igual que el Filtrado

Enzimatico-A. flavipes, fueron concentrados de igual manera como se hizo para la

cromatografia para llevar a cabo la electroforesis.

Dialisis de los filtrados enzimaticos y fracciones de cromatografia.

Se tomaron de 10 a 13 ml de los del Filtrados Enzimaticos -1043, -HZ y -A.

flavipes concentrados y se depositaron en bolsas de dialisis (Spectra/Por) con una
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capacidad de corte de 12,000 a 14,000 daltons previamente hidratadas en agua
destilada, dializandose del mismo modo como en el apartado Determinacién de
proteina extracelular.

2.0 ml de la fraccién 12 de la cromatografia del Filtrado Enzimatico-1043 y de las
fracciones 14, 39, 62 de la cromatografia del Filtrado Enzimatico-HZ se
depositaron en bolsas de dialisis (Spectra/Por) con una capacidad de corte de
12,000 a 14,000 daltons previamente hidratadas en agua destilada, y se dializaron
contra agua destilada a una temperatura de 4°C por 4 horas con cambios de agua

cada 45 min.

Determinacion de proteina a las fracciones de cromatografia.

Después de que las fracciones se dializaron se cuantifico la proteina por el método
colorimétrico D.C. Protein Assay (Bio Rad), utilizandose una curva estandar de

albumina sérica bovina (10-100 pg) para su cuantificacion.

Electroforesis no desnaturalizante.

Los geles al 10% de poliacrilamida no desnaturalizantes (ND-PAGE) se
prepararon de acuerdo a la metodologia reportada por Bollag et al., [1996], los
cuales se corrieron a un voltaje constante de 100 volts por 3.0 a 3.5 horas. Se
utilizd un marcador de peso molecular para electroforesis no desnaturalizante
Amersham Biosciences, el cual esta conformado por 5 proteinas de diferentes

pesos moleculares (67 a 669 KD).
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Electroforesis desnaturalizante.

La preparacién de los geles SDS-PAGE al 10% se llevé a cabo de acuerdo a la
metodologia descrita por Bollag et al., [1996] y se corrieron a un voltaje constante
de 100 volts por 3.0 a 3.5 horas. Se utilizd una mezcla de marcadores moleculares
para la electroforesis desnaturalizante SIGMA e INVITROGEN. Antes de cargar
las muestras se calentaron por 2 min a 100°C y los marcadores de peso molecular
(SIGMA) por 1 min a 100°C. Los geles se tifieron por el método del nitrato de plata

[Bollag et al., 1996].

Zimograma.

Zimograma de emparedado.

Después de haber corrido los geles no desnaturalizantes, éstos se colocaron
sobre un gel del mismo tamafio con 10% de acrilamida y 1.0% de pectina citrica
en buffer Tris-HCI 0.05 M pH 8.8 procurando que los geles quedaran bien unidos y
alineados. Posteriormente se pusieron en un recipiente, se les cubridé con el mismo
buffer y se colocd en un bafo de agua a 45°C durante 2 horas. Al término de este
tiempo se sacaron los geles y el gel con pectina citrica se sumergié en una
solucién con 0.2% (w/v) de Rojo de Rutenio, con agitacion, hasta que las bandas
de actividad aparecieran. Entonces se elimind la solucién de Rojo de Rutenio y el
gel se lavo con agua destilada. Por otro lado, los geles ND-PAGE se tifieron con

nitrato de plata.

44



F. D. Rios V. 2006. Purificacion Parcial y Analisis Electroforético de las Pectina Liasas de Aspergillus Sp. y un Hibrido Obtenido por
Fusién de Protoplastos.

Zimograma in situ.

En este tipo de zimograma, el gel de electroforesis contiene pectina citrica al 0.1%
(w/v), de acuerdo a la metodologia reportada por Manchenko [2003] con ligeras
modificaciones. La técnica modificada consistié en poner a un gel ND-PAGE 10%
0.1% de pectina citrica, se cargd el gel, se corrié a 100 volts y se incub6 en un
buffer Tris-HCI 0.05 M pH 8.8 a la temperatura de 45°C por 2 horas, y
posteriormente se reveld el gel para observar las bandas de actividad por tincién

con Rojo de Rutenio al 0.2% (w/v).

Especificidad de la enzima pectina liasa por el tipo de sustrato.

Se utilizo la técnica reportada por Nedjma et al. [2001], en donde se presenta un
color rosa por la presencia de los productos formados por la actividad de pectina
liasa, los cuales gracias a este color pueden ser cuantificados a través de la
densidad éptica en el espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm.

La técnica se aplicé de la siguiente manera: 1.0 ml resultado de la actividad in vitro
de la pectina liasa, se le agregé 1.0 ml de NaOH 1.0 N, se agité la mezcla, se
calenté en un bano a 80°C por 5 min y se enfrid, apareciendo una coloraciéon
amarilla. Después se afadié a la mezcla 1.2 ml de HCI 1.0 N, el color amarillo
desaparecid, la mezcla se agité y se agreg61.0 ml de acido tiobarbiturico 0.04 M.
La mezcla se calenté de nuevo en un bafio a 80°C por 5 min y se enfrié para medir
la absorbancia a una longitud de onda de 550 nm.

La actividad in vitro se llevdo a cabo de acuerdo en lo descrito en el apartado,

determinacion de actividad de pectina liasa, tomandose el mililitro después de
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haber pasado el tiempo de incubacién, utilizandose 0.1 ml de los Filtrados
Enzimaticos -1043, -HZ y -A. flavipes concentrados y como sustrato se utilizé
pectina citrica al 0.8%, pectina de manzana al 0.8% y acido poligalacturénico al

1.0%.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Perfiles de produccion de pectina liasa por Aspergillus sp. CH-Y-1043,

Aspergillus flavipes ATCC-16795 y el hibrido HZ.

La pectina liasa es una enzima inducible, por lo que para su produccion, las tres
cepas fueron incubadas en medio minimo con cascara de limon como unica fuente
de carbono, tomandose los Filtrados Enzimaticos para la comparacion de la
pectina liasa de cada cepa a través de electroforesis, zimogramas y para su
purificacion. En la Fig. 1 se muestra el perfil de produccion de pectina liasa por la

cepa parental Aspergillus sp. CH-Y-1043
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Figura 1. Produccion de pectina liasa extracelular por Aspergillus sp.CH-Y-1043
incubado en Medio B con 1.0% (w/v) de cascara de limén a 37°C con agitacion.
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En la Fig. 2 se muestra el perfil de produccion de pectina liasa por la cepa parental
Aspergillus flavipes ATCC-16795. La fermentacion no se llevo hasta las 120 horas
ya que como lo reporta Ortiz [1991] a partir de las 72 horas de incubacion la

produccion de pectina liasa por este método decrece.
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Figura 2. Produccion de pectina liasa extracelular por A. flavipes ATCC-16795
incubado en Medio C con 1% (w/v) de cascara de limén a 29°C con agitacion.
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En la Fig. 3 se muestra el perfil de produccion de pectina liasa por el hibrido HZ.
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Figura 3. Produccion de pectina liasa extracelular por el hibrido HZ incubado en
Medio B con 1.0% (w/v) de cascara de limén a 37°C con agitacion.

El patrén de produccion de pectina liasa por cada una de las cepas era un patron
esperado pues en experimentos anteriores [Ortiz, 1991; Delgado, et al., 1993;
Solis, 1997] ya se habia determinado la fuente de carbono, sales y su
concentracion para obtener la mayor cantidad de pectina liasa a través de cada

fermentacion.
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Antes de concentrar

Actividad Total| mg de proteina|Proteina Total | Actividad Especifica

Filtrado Enzimatico | Volumen (ml) | Unidades de PL ml ™ (V) ml * (mg) (Umg™

-1043 1053 105 110565 0.124 130.572 846.774

-HZ 1011 615 621765 0.119 120.309 5168.06

-A. flavipes 770 148 113960 0.125 96.25 1184

Después de concentrar

-1043 101.8 501 51001.8 0.328 33.39 1527.45

-HZ 120 1131 135720 0.377 45.24 3000

-A. flavipes 86 643 55298 0.454 39.044 1416.29

Tabla 1. Actividad enzimatica de pectina liasa y cantidad de proteina durante la concentracion de los Filtrados
Enzimaticos-1043, -HZ y —A. flavipes (Pectina Liasa PL).
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Teniendo los perfiles de produccién para las tres cepas se obtuvieron los Filtrados
Enzimaticos los cuales fueron concentrados para llevar a cabo las electroforesis y
zimogramas.

En la Tabla 1 podemos observar que la actividad especifica de los Filtrados
Enzimaticos-1043 y —A. flavipes aumentd al concentrar la proteina, pero disminuyo
en el Filtrado Enzimatico-HZ, esto tal vez por que la pectina liasa se encontraba
interactuando con otras proteinas de mayor tamafo dentro del Filtrado Enzimatico
siendo retenidas en la membrana y posteriormente desechadas durante la
concentracion, sin embargo la actividad de pectina liasa y la concentracion de
proteina por mililitro aumentd, lo que fue suficiente para continuar con las
electroforesis y zimogramas.

Después de haber concentrado los Filtrados Enzimaticos, se decidié separar a las
proteinas por electroforesis y comparar las bandas de actividad de cada una de
las cepas por zimogramas.

Los patrones de proteinas después de SDS-PAGE se muestran en la Fig. 4 y se
observdé que cada cepa tiene un patron diferente de bandeo, lo cual era de
esperarse entre Aspergillus sp. CH-Y-1043 y Aspergillus flavipes ATCC-16795 al
ser cepas diferentes, pero el patron del hibrido HZ debia ser similar a alguna de
las dos cepas parentales, sin embargo no fue asi, indicando un proceso de

recombinacidn genética en distintas partes del genoma de ambos padres.
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60 KD

Figura 4. Electroforesis desnaturalizante de los F E-1043 (carril 2), F E-A. flavipes
(carril 3) y F E-HZ (carril 4). Carril 1 se encuentra albumina serica bovina como
marcador de peso molecular.

Posteriormente se decidié comparar las pectina liasas de los filtrados enzimaticos
F E-1043 y F E-HZ a través de zimogramas in situ desnaturalizante y no

desnaturalizante.

En el zimograma in situ no desnaturalizante se observé después de tefiir, que el
sustrato es degradado durante la electroforesis, no apreciandose una banda clara
de actividad de pectina liasa, debido a que el buffer de electroforesis tiene un pH
igual que en el que se determina la actividad de pectina liasa in vitro (Figura no
mostrada)

En cambio en el zimograma in situ desnaturalizante no se encontraron bandas de

degradacion del sustrato correspondientes a las pectina liasas después de tefir el
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gel, debido a que la actividad de las enzimas en las muestras pudo haber sido
inhibida por la presencia del detergente, perdiendo su actividad (Figura no
mostrada).

Habiendo observado que los Filtrados Enzimaticos presentan un patron diferente
de proteinas, se optdé por compararlos a través de la electroforesis no
desnaturalizante, a la vez que se utilizaba este gel para llevar a cabo el
zimograma de emparedado y poder comparar las bandas de actividad de la
pectina liasa de cada Filtrado Enzimatico. En la Fig. 5 se puede observar que los
patrones de proteinas de los filtrados enzimaticos F E-1043, F E-A. flavipes y F E-

HZ son distintos como era de esperarse.

—1

Figura 5. Electroforesis no desnaturalizante de los F E-1043 (carril 2), F E-A.
flavipes (carril 3) y F E-HZ (carril 4). Carril 1 marcador de peso molecular.
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En el zimograma de los Filtrados Enzimaticos -1043, -A. flavipes y —HZ (Fig. 6)
contraparte del gel de electroforesis no desnaturalizante se observé una banda
clara de actividad de pectina liasa después de tefiir, por cada uno de ellos, siendo
diferentes en corrimiento ya que la de Aspergillus flavipes ATCC-16795 (carril 2)
fue la que migré6 menos en el gel, mientras que la de Aspergillus sp. CH-Y-1043
(carril 1) corrio6 mas quedando la de HZ (carril 3) en la parte intermedia entre las
dos. Por lo tanto cada enzima mostro caracteristicas de corrimiento diferentes.
Con las reservas del caso se calcularon las masas moleculares aparentes
resultando de 137 KD la pectina liasa de Aspergillus. flavipes ATCC-16795,
siguiendo con un menor peso molecular de 112 KD la pectina liasa de HZ y
contando con el menor peso molecular de 94 KD la pectina liasa de Aspergillus sp.
CH-Y-1043. Sin embargo los pesos moleculares que presentan estas enzimas son
pesos moleculares aparentes e incorrectos ya que en este tipo de electroforesis
(ND-PAGE) como lo menciona Bollag y colaboradores [1996] las proteinas migran
dentro del gel debido a su carga y a su forma y no a su peso, pero nos muestra
que estas enzimas son diferentes pues dependiendo de los aminoacidos que
integran a la proteina ésta contara con cierta carga, al presentar diferentes cargas
estas enzimas presentan aminoacidos diferentes dentro de su conformacion

primaria.
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Figura 6. Zimograma de los filtrados enzimaticos F E-1043 (carril 1), F E-A.
flavipes (carril 2) y F E-HZ (carril 3).

Después de haber identificado a las pectina liasas de cada cepa se opté por
purificar a través de la cromatografia de intercambio iénico en DEAE Sephadex A-
50, a las enzimas de las cepas Aspergillus sp. CH-Y-1043 y del hibrido HZ, para
conocer mas a fondo algunas de sus caracteristicas.

Para llevar a cabo este proceso fue necesario concentrar mas los filtrados
después de la ultrafiltracién por precipitacién de las proteinas para resuspenderlas
en buffer de equilibrio y llevar a cabo la cromatografia de cada uno de ellos.

En la Tabla 2, se puede apreciar que se aumentd la actividad especifica de

pectina liasa al concentrar tanto el F E-1043 como el F E-HZ.
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Antes de Concentrar

Filtrado Actividad Total mg de proteina | Proteina Total | Actividad Especifica
Enzimatico | Volumen (ml) | Unidades de PL ml™ (U) ml (mg) (Umg™)

-1043 1180 163 192340 0.096 113.28 1697.91
-HZ 1150 807 928050 0.103 118.45 7834.95
Después de concentrar

-1043 285 334 95190 0.174 49.56 1920.7
-HZ 125 1128 141000 0.284 35.5 3971.83
Después de precipitar y resuspender en buffer de equilibrio

-1043 17 2976 50592 0.978 16.626 3042.94
-HZ 12.5 5838 72975 1.236 15.45 4723.3

Tabla 2. Actividad enzimatica de pectina liasa y cantidad de proteina durante la concentracion de los Filtrados
Enzimaticos -1043 y -HZ, por ultrafiltracion, la precipitacién con acetona y resuspension en buffer de equilibrio.
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En la Fig. 7 se presenta el perfil de proteinas y de actividad de pectina liasa
durante la cromatografia de intercambio i6nico en DEAE Sephadex-A50 del
Filtrado Enzimatico-1043, en donde se observé que la actividad de pectina liasa se
eluyé con el Buffer A hasta alcanzar su mayor actividad en la fraccion 12 y
posteriormente ir disminuyendo hasta llegar a cero en la fraccion 26,
presentandose solo un pico de pectina liasa, relacionado con un pequefo pico de
proteina que eluyé con el Buffer A. Esto indica que la proteina no interactuo con la
carga de la resina por lo que fué eluida con el Buffer A, el cual es el buffer de
equilibrio. Tal vez ésto se deba a que la carga de la proteina a este pH es positiva
igual a la de la resina y por lo tanto no es retenida.

Resultados similares obtuvieron Alafia y colaboradores [1991], quienes observaron
que la pectina liasa de la cepa Penicillium italicum tampoco es retenida en una
columna con DEAE Celulosa y contrario a lo presentado por Kester y Visser [1994]
donde la pectina liasa de Aspergillus niger es retenida en la columna con DEAE

Sepharosa.
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Figura 7. Perfiles de proteina y de actividad de pectina liasa de la cromatografia en DEAE sephadex A 50 del Filtrado
Enzimatico-1043. La proteina fue eluida con Buffer A) acetato de amonio 0.02 M pH 5.0; B) acetato de amonio 0.1 M mas
NaCl 0.05 M pH 5.0; C) acetato de amonio 0.1 M mas NaCl 0.1 M pH 5.0; D) acetato de amonio 0.1 M mas NaCl 0.5 M
pH 5.0.
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En la Fig. 8 se presentan los perfiles de proteina y de actividad de pectina liasa de
la cromatografia de intercambio i6nico en DEAE Sephadex A-50 del Filtrado
Enzimatico-HZ, en donde se observa que la actividad de pectina liasa se eluyé en
cuatro picos. Apareciendo el primero conforme se eluye la columna con el Buffer
A, mostrando este pico la mas alta actividad en la fraccion 14 y después bajando
hasta la fraccion 28, pero sin llegar a cero. A partir de esta fraccion la actividad
comienza a subir de nuevo formandose el segundo pico de actividad de pectina
liasa, todavia siendo eluida una parte con el Buffer A y otra con el buffer B. La
actividad de pectina liasa mas alta del segundo pico se observo en la fraccion 39.
A patrtir de esta fraccion la actividad de pectina liasa comienza a bajar de nuevo
hasta la fraccion 55, pero sin llegar a cero ya que partir de este punto la actividad
comienza a subir de nuevo, presentandose el tercer pico de actividad, al estar
siendo eluida la resina todavia con el Buffer B. La mas alta actividad de pectina
liasa del tercer pico fue en la fraccion 62 para luego decaer hasta cero de actividad
de pectina liasa en la fraccion 85. El cuarto pico se presenta cuando la resina ya
estaba siendo eluida con el Buffer D, mostrando este pico estar relacionado con el
pico de proteina que se obtuvo en estas mismas fracciones, pero presentando

muy poca actividad de pectina liasa.
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Figura 8. Perfiles de proteina y de actividad de pectina liasa de la cromatografia en DEAE sephadex A 50 del Filtrado
Enzimatico-HZ. La proteina fue eluida con Buffer A) acetato de amonio 0.02 M pH 5.0; B) acetato de amonio 0.1 M mas
NaCl 0.05 M pH 5.0; C) acetato de amonio 0.1 M mas NaCl 0.1 M pH 5.0; D) acetato de amonio 0.1 M mas NaCl 0.5 M
pH 5.0.
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El perfil de elucion de la pectina liasa de HZ dentro de la cromatografia mostré un
comportamiento extrafio ya que una parte de la actividad se eluye con el buffer de
equilibrio, mientras que otra fraccion se retuvo en la resina y se eluy6 en tres picos
bien definidos. Una probable explicacion es que fueran varias isoenzimas con
diferentes propiedades pero la electroforesis y zimograma muestran que todas las
fracciones contienen a la misma proteina con actividad de pectina liasa (Fig. 11y
12). Otra posibilidad es que la pectina liasa esté interactuando con otras proteinas
que le impiden en un caso y le permiten en el otro interactuar con la resina. Sin
embargo la razon real se desconoce para este comportamiento. Seria entonces
conveniente comparar el perfil de cromatografia de las pectina liasas de HZ y
Aspergillus flavipes ATCC-16795 para observar si presentan una perfil de elucion

similar.

En la Tabla 3 se pueden observar los datos sobre las fracciones de las

cromatografias del Filtrado Enzimatico-1043 y el Filtrado Enzimatico-HZ que

respectivamente presentaron una elevada actividad especifica de pectina liasa.
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Unidades de PL | Actividad | mg de proteina | Proteina Total Actividad Especifica
Fraccion Volumen (ml) |ml ™ Total (U) |ml™ (mg) (Umg™
12 (cromatografia del Filtrado
Enzimatico-1043) 538 2690 0.0759 0.3795 7088.27
14 (cromatografia del Filtrado
Enzimatico HZ) 979 4895 0.0648 0.324 15108.02
39 (cromatografia del Filtrado
Enzimatico HZ) 842 4210 0.0203 0.1015 41477.83
62 (cromatografia del Filtrado
Enzimatico HZ) 411 2055 0.0277 0.1385 14837.54

Tabla 3. Actividad especifica de pectina liasa de las fracciones obtenidas de la cromatografia de los F E-1043 y F E-HZ
en DEAE Sephadex A-50.
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En la Fig. 9 se muestra el andlisis electroforético del Filtrado Enzimatico-1043 y la
fraccion 12 (con la mas alta actividad especifica) obtenida de la cromatografia de
intercambio i6nico. En esta figura se observa que la fraccién presenta una sola
banda mayoritaria contaminada con una serie de proteinas en baja concentracion,
la cual corresponde exactamente a una banda presente en el Filtrado Enziméatico-
1043, indicando que casi se logro purificar la pectina liasa de Aspergillus sp. CH-

Y-1043.

1 2 3 / 669kD
/ 440KD
232KD
[ S L
— —— 140KD
|
. 67KD

Figura 9. Electroforesis no desnaturalizante del Filtrado Enzimatico-1043
concentrado (carril 1) y la fraccion 12 (carril 2) de la cromatografia en DEAE
Sephadex A-50. En el carril 3 se encuentran los marcadores de peso molecular.
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La Fig. 10 muestra el zimograma, contraparte de la electroforesis anterior en
donde se observan claramente una banda de actividad de pectina liasa para cada
una de las muestras. Las dos bandas se encuentran a la misma altura, lo que nos
indica que en la fraccidn 12 esta presente la pectina liasa del Filtrado Enziméatico-

1043.

Figura 10. Zimograma de emparedado del Filtrado Enzimatico-1043 concentrado
(carril 1) y la fraccion 12 (carril 2) de la cromatografia en DEAE Sephadex A-50.

De igual manera se llevd a cabo la electroforesis no desnaturalizante de la
muestras 14, 39 y 62 correspondientes a la cromatografia del Filtrado Enzimatico-

HZ.
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En la Fig. 11 se muestra la electroforesis de las fracciones eluidas del F E-HZ y se
observa que la fraccion 14 presenta al menos seis bandas de proteina, indicando
gue la pectina liasa no estad pura, en cambio en la fraccion 39 (fraccion con la
mayor actividad especifica) solo se percibe una sola banda. Por dltimo en la
fraccidn 62 no se observa ninguna banda, debido a que esta fraccidbn no cuenta
con suficiente cantidad de proteina para poder visualizarla por este método de
tincion. Lo que hay que hacer notar es que la banda de la fraccién 39,
presumiblemente la pectina liasa de HZ se presenta también en la fraccion 14 y en

el Filtrado Enzimatico-HZ.

669KD
440KD
232KD

140KD

67KD

Figura 11. Electroforesis no desnaturalizante del Filtrado Enzimatico-HZ
concentrado (carril 1) y las fracciones 14 (carril 2), 39 (carril 3) y 62 (carril 4) de la
cromatografia en DEAE Sephadex A-50. En el carril 5 se encuentran los
marcadores de peso molecular.
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En la Fig. 12 se muestra el zimograma de emparedado contraparte de la
electroforesis anterior y se puede apreciar una sola banda de actividad de pectina
liasa en la misma posicion para cada una de las muestras analizadas, lo que nos
indica que las fracciones cuentan con la misma pectina liasa que el Filtrado
Enzimatico-HZ, exceptuando la fraccion 62 (carril 4) que muestra una banda de

actividad adicional.

Figura 12. Zimograma de emparedado del Filtrado Enzimético-HZ concentrado
(carril 1) y las fracciones 14 (carril 2), 39 (carril 3) y 62 (carril 4), de la
cromatografia en DEAE Sephadex A-50.

Para cerciorarse de que la pectina liasa de HZ presente en la fraccibn 39 se

encontraba pura y establecer que es la misma de la fraccion 62, se optd por
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concentrar las fracciones por medio de la liofilizacion y asi poder observar las
bandas de proteina y su actividad. En la Fig. 13 se muestran los resultados y se
puede observar que en la fracciébn 39 concentrada solo se presenta una banda de
proteina, lograndose la purificacion de la pectina liasa de HZ. La proteina
correspondiente presenta un peso molecular aparente de 121 KD, peso similar al
encontrado al comparar las pectina liasas de cada cepa (Fig. 6).

La fraccién 62 concentrada presenta dos bandas de proteina, una de las cuales

corresponde a la pectina liasa de HZ purificada (fraccién 39).

—  140KD

. —— 67D

Figura 13. Electroforesis no desnaturalizante de las fracciones 39 (carril 1),
fraccidn 39 concentrada (carril 2), fraccion 62 (carril 3) y fraccion 62 concentrada
(carril 4) de la cromatografia en DEAE Sephadex A-50. Carril 5 marcadores
moleculares.
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En la Fig. 14 se muestra el zimograma contraparte de la electroforesis de las
fracciones 39 y 62 y se observa que en la fraccion 62 a parte de estar presente la
pectina liasa de HZ de la fraccién 39 (flechas blancas), también hay otra banda
muy tenue (flecha negra) de pectina liasa del hibrido HZ, una segunda pectina
liasa con un menor peso molecular (105 KD) y con menor actividad de pectina
liasa, la cual es una pectina liasa diferente o es un producto de degradacion de la

proteina de 121 KD.

Figura 14. Zimograma de emparedado de las fracciones 39 (carril 1), fraccion 39
concentrada (carril 2), fraccion 62 (carril 3) y fraccion 62 concentrada (carril 4) de
la cromatografia en DEAE Sephadex A-50.

68



F. D. Rios V. 2006. Purificacion Parcial y Andlisis Electroforético de las Pectina Liasas de Aspergillus Sp. y un Hibrido Obtenido por
Fusién de Protoplastos.

Para establecer que la pectina liasa de HZ se encontraba pura, ésta se someti6 a
una electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), ya que el corrimiento de las
proteinas en la electroforesis no desnaturalizante con la que se observo pura la
enzima es influenciado por varios factores (punto isoeléctrico, estructura
tridimensional, etc.) que afectan la presencia de bandas puras, mientras que la
separacion en SDS-PAGE se lleva acabo por la diferencia en peso, mostrando
pesos moleculares mas cercanos a la realidad, permitiendo cerciorarse de la
presencia de proteinas individuales, inseparables en la electroforesis no

desnaturalizante [Bollag, et al.,1996].

En la Fig. 15 se observa la electroforesis desnaturalizante de las fracciones 39 y
62 concentradas y se observo que en la fraccion 39 concentrada (carril 2) hubo
una serie de bandas de las cuales una proteina con un peso molecular
aproximado de 30 KD es la que se encontrd6 en mayor intensidad. La fraccion 62
concentrada (carril 4) donde también contiene una gran cantidad de proteinas
ademas de la de 30 KD, que nuevamente es la mas intensa y de otra banda de

aproximadamente 60 KD.
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66KD

— 45KD

Figura 15. Electroforesis desnaturalizante de las fracciones 39 (carril 1), fraccion
39 concentrada (carril 2), fraccion 62 (carril 3) y fraccion 62 concentrada (carril 4)
de la cromatografia en DEAE Sephadex A-50. Carril 5 marcadores de peso
molecular.

Habiendo observado que las pectina liasas de Aspergillus sp. CH-Y-1043 y de HZ
no estan puras, pero Si se encuentran en una gran proporcion dentro de las
fracciones que las contienen (12 y 39) se decidié por aprovechar esta cualidad

para determinar el peso molecular de la pectina liasa de estas cepas.

En la Fig. 16 se presenta la electroforesis desnaturalizante de la fracciones 12 de
la cromatografia de Aspergillus sp. CH-Y-1043 y 39 de la cromatografia de HZ,
fracciones concentradas por liofilizacién, en donde podemos observar que la
fraccion 12 (carril 1) presenta una serie de bandas de diferente peso, pero

sobresaliendo entre estas la banda con un peso molecular de 26 KD, siendo esta
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la pectina liasa de Aspergillus sp. CH-Y-1043. En la fraccion 39 (carril 2) se
aprecian unas bandas muy tenues de proteina acompafiadas de una banda muy

marcada con un peso molecular de 30 KD, perteneciente a la pectina liasa de HZ.

220KD
160KD
120KD

100KD

90KD
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70KD
60KD

50KD

30KD

20KD

15KD

Figura 16. Electroforesis desnaturalizante de las fracciones 12 de Aspergillus sp.
CH-Y-1043 (carril 1), fraccion 39 de HZ (carril 2) obtenidas de la cromatografia en
DEAE Sephadex A-50. Carril 3 marcadores de peso molecular.

De acuerdo a estos resultados las pectina liasas de Aspergillus sp. CH-Y-1043 y
de HZ no estan puras, sin embargo para fines de este trabajo, las preparaciones

obtenidas sirvieron para conocer algunas caracteristicas y poder compararlas.
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El peso molecular de la pectina liasa de Aspergillus sp. CH-Y-1043 es de 26 KD y
el de la pectina liasa de HZ es de 30 KD. Pesos moleculares cercanos y dentro del
intervalo de los reportados por otras pectina liasas de otros organismos, ya que

éstas van de un peso de 28 a 36 KD [Rombouts y Pilnik, 1980].

Por ultimo para observar la especificidad de sustrato de las pectina liasas de las
diferentes cepas, se decidié determinar actividad de pectina liasa con los F E-
1043, F E-HZ y F E—A.flavipes concentrados sobre acido poligalacturonico, pectina
citrica y pectina de manzana, utilizando un método que solo presenta coloracion y
absorbancia a 550 nm, al presentarse la formacion de acidos
polimetilgalacturénicos insaturados producto de la actividad de pectina liasa,
segun lo reportado por Nedjma y colaboradores [2001].

En la Tabla 4 podemos observar que ninguna de las pectina liasas de las cepas
presentd absorbancia al utilizar acido poligalacturénico como sustrato para la
actividad de pectina liasa, resultado ya esperado pues solo las pectato liasas
pueden degradar acido poligalacturonico [Benen y Visser, 2003] y reafirmando que
se trabajo solo con pectina liasas. Las tres pectina liasas de las diferentes cepas
mostraron mayor actividad en la pectina citrica, que en la pectina de manzana. Se
observé claramente que la pectina liasa de HZ es la mas activa de las tres al
presentar mayor absorbancia al degradar la pectina citrica y la pectina de
manzana, resultado que nos permite ver que la pectina liasa del hibrido HZ cuenta
con una especificidad diferente de la de las cepas parentales, siendo cada pectina

liasa diferente una de la otra.
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Absorbancia a 550 nm.

Filtrado Enzimético ac.poligalacturénico pectina citrica pectina de manzana
CH-Y-1043 0 0.076 0.033
HZ 0 0.602 0.186
A. flavipes 0 0.168 0.087

Tabla 4. Especificidad por el sustrato de las enzimas pectina liasa de los F E-1043, F E-HZ y F E-A. flavipes
concentrados. Los resultados son el promedio del triplicado del experimento.
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CONCLUSIONES.

La pectina liasa del hibrido HZ es diferente a las de las cepas parentales
Aspergillus sp. CH-Y-1043 y Aspergillus flavipes ATCC-16795, siendo a la vez

distintas entre ellas.

El peso molecular de la pectina liasa de HZ es de 30 KD.

El peso molecular de la pectina liasa de Aspergillus sp. CH-Y-1043 es de 26 KD.

La pectina liasa del hibrido HZ tiene una actividad especifica mayor que las de las

cepas parentales.

Gracias a los resultados obtenidos en este estudio y a la suma de resultados
obtenidos en otros trabajos se sientan las bases para producir, aislar y purificar en
gran escala la enzima pectina liasa y poder comercializarla en la industria

alimenticia y evitar la importacion de ésta.
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