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Resumen

Este trabajo tuvo como finalidad, conocer el efecto del estrés oxidativo, sobre la produccion de
enzimas pectinoliticas de la cepa Aspergillus flavipes FP-500. Estas enzimas son de suma
importancia en la industria alimentaria, por lo que los factores que pueden modificar su

produccion, se deben estudiar con el fin de obtener mejores rendimientos.

La célula cuenta con un sistema de defensa antioxidante, el cual consiste en una parte enzimética
y una no enzimatica; la enzimatica esta conformada por la catalasa, la superdxido bismutasa y la
peroxidasa, la no enzimética se constituye por moléculas como glutation (GSH), &cido ascorbico,
alfa-tocoferol, betacaroteno, vitamina A, flavonoides, acidos fendlicos, manitol y trealosa. El estrés

oxidativo se presenta, cuando hay un desequilibrio, a favor de las especies prooxidantes.

Para generar el aumento de los prooxidantes en el medio, se utilizo dos agentes oxidantes
quimicos, la menadiona y el peroxido de hidrégeno. El efecto de éste estimulo, se observo con la
medicion de la actividad de la catalasa, el crecimiento en peso seco, pH y las actividades
pectinoliticas. Se obtuvo un descenso en las actividades pectinoliticas ante el efecto de los

oxidantes asi como un aumento en la actividad de la catalasa.



I. Introduccion

La microbiologia industrial es la disciplina que utiliza a los microorganismos cultivados a gran
escala, para obtener productos con valor comercial o para realizar transformaciones quimicas
importantes. Los principales microorganismos utilizados en los procesos biocataliticos son los
hongos microscépicos debido a su gran versatilidad bioquimica y metabdlica. Esto se debe a sus
minimos requerimientos nutricionales; a que pueden crecer en ambientes muy diversos, con bajos
valores de pH o temperaturas de hasta 62°C, ademas son grandes productores de sustancias de

interés industrial, como las vitaminas, enzimas y antibiéticos. (10,18).

Las enzimas pectinoliticas o pectinasas son un grupo heterogéneo de enzimas que hidrolizan a la
pectina, presente en las plantas. Estas enzimas se utilizan en varios procesos convencionales de la
industria, tienen gran importancia y un enorme potencial, especialmente en la industria de
alimentos. Se aplican principalmente en la clarificacion, la maceracion y licuefaccion de frutas y
vegetales. Las enzimas pectinoliticas més utilizadas en la industria de alimentos procesados son la
pectinmetilesterasa y la poligalacturonasa. Las especies microbianas mas usadas para la obtencion
de estas enzimas pertenecen a la familia de Aspergillus por su alta actividad pectinolitica. Dado el
notable desarrollo que tiene la industria alimentaria, la demanda de las enzimas pectinoliticas va
en aumento en muchos paises. En México, estas enzimas suelen ser importadas, siendo el precio
cada vez més elevado, por lo que se recomienda buscar alternativas locales para su adquisicion

(10,24,25).

En los procesos de fermentacién sumergida las condiciones de cultivo son de gran importancia
debido a que de ellas depende la obtencion de los productos deseados, los hongos filamentosos
suelen presentar fluidos no —Newtoneanos, provocando una inadecuada mezcla. En este sentido,
el oxigeno juega un papel central porque es un elemento esencial para la existencia de los
organismos aerobios. Sin embargo, es poco soluble en agua y en exceso tiende a generar especies
reactivas (ERO), como el anién superoxido, el peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Estos

son sumamente toxicos para las células, pues causan el deterioro de diversas biomoléculas. Su
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toxicidad se debe a que éstas especies carecen de un electron y lo toman con avidez de las
moléculas vecinas, que a su vez se convierten en radicales libres y asi sucesivamente, ocasionando
una reaccion oxidativa en cadena. Bajo condiciones fisiologicas normales, los efectos toxicos de las
ERO son minimos, debido a la proteccion del sistema antioxidante con el que cuenta la célula.
Dentro de éste sistema, la catalasa es una de las enzimas mas importantes para degradar el
peroxido de hidrogeno, convirtiéndolo en agua y oxigeno. Se encuentra distribuida extensamente
en la naturaleza, muchas bacterias, hongos y plantas cuentan con més de una, las provenientes de
los hongos microscopicos son las que tienen mayor peso molecular y mayor estabilidad que las del

resto de los organismos (9,21,22,34).

Cuando la concentracion de pro-oxidantes se incrementa de tal forma que excede la capacidad
celular para eliminarlos, las células comienzan a sufrir estrés oxidativo, por lo que la respuesta del
organismo debe ser rapida para evitar el dafio celular ocasionado por ERO. Una de las formas de
inducir estrés oxidativo es mediante el uso de agentes oxidantes quimicos, como el perdxido de
hidrogeno y menadiona; estos agentes provocan aumento en las especies prooxidantes. El
peroxido de hidrogeno al ser una ERO provoca un aumento de esta. La menadiona tiene dos
mecanismos de accion, provoca un aumento en ERO por medio del ciclo de reduccién de un solo
electron de NAD(P)H, generando dos moléculas de superdxido (O;”), o debido, a que logra que la
mitocondria se vuelva permeable, permitiendo la salida de ERO, alterando el equilibrio de estas
especies en la célula. Al utilizar menadiona las células se vuelven susceptibles a sufrir apoptosis
(28,29,33).



lll. Objetivo general

« Conocer el efecto que tiene el estrés oxidativo en la produccion de enzimas pectinoliticas

extracelulares de Aspergillus flavipes FP-500.

IV.  Objetivos particulares

» Establecer las condiciones en las cuales Aspergillus flavipes FP-500 sufre estrés oxidativo.

« Identificar en cuales condiciones de estrés oxidativo Aspergillus flavipes FP-500 produce

mayor actividad de catalasa.

» Conocer si el efecto del estrés afecta la produccion de enzimas pectinoliticas.

V. HipOtesis

Si el uso de agentes oxidantes afecta el crecimiento celular, la produccion de enzimas

pectinoliticas se veran modificadas asi como los niveles de catalasa presentes.



VI. Antecedentes

1. Propiedades de la pared celular de las plantas.

La pared celular de las plantas es sumamente importante ya que le aporta su forma y las
propiedades estructurales. Asi mismo tiene el control del transporte intracelular, la proteccion en
contra de otros organismos, el almacenamiento de reservas, el reconocimiento y la sefializacion
celular. La pared celular contiene varios grupos de sustancias quimicas: polisacaridos,
glicoproteinas y compuestos derivados del fenol y minerales. Los polisacaridos que la componen
son los compuestos organicos més abundantes, constituyen el 90% de su peso. En la parte externa
presenta una estructura en capas, afuera de la membrana plasmatica; en las plantas
multicelulares, la pared celular se encuentra separada de las células adyacentes debido a una capa

amorfa llamada lamela media (matriz gelatinosa). (13,14,16,31).

En términos generales, la pared celular de las plantas (figura 1), est constituida por un elemento
fibroso, la celulosa, embebido a una matriz gelatinosa conformada por hemicelulosa, pectina y
otros compuestos. La hemicelulosa y la pectina, asi como los compuestos fendlicos (como la
lignina), interactdan con las micro fibrillas de la celulosa por medio de enlaces de hidrogeno; de

esta forma las estructuras se entrelazan como una red compleja. (13,14,16,32)

» Fectina
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Figura. 1 Pared celular de las plantas



1.1 Celulosa.

Es el polisacarido més abundante y mejor conocido de la pared celular de las plantas, debido a su
organizacién molecular le proporciona la mayor cantidad de elemento fibroso. Se estima que la
mitad del CO, en la naturaleza es fijado en forma de celulosa en las plantas. Esta constituida por
cadenas lineales de glucosa con enlaces b-1,4-D-glucosa (figura 2). Dichas cadenas, al encontrarse
unidas por medio de enlaces de hidrégeno, forman estructuras cristalinas estables de naturaleza
micro fibrilar, lamadas micro fibrillas; de esta forma se proporciona rigidez y resistencia a la pared
celular. Cada micro fibrilla mide 5-10nm de didmetro, constituidas por més de 250 cadenas de
glucosa (13,16,32).
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Figura. 2 Estructura micro fibrilar de la celulosa

1.2 Hemicelulosa.

La hemicelulosa es una familia de polisacaridos heterogéneos y la segunda estructura orgénica
més abundante de la pared celular; se caracterizan por ser ramificados, se les clasifica de acuerdo
al contenido de monosacéaridos en su estructura principal y en sus ramificaciones, por ejemplo: D-
xilanos, D-glucanos, D-mananos, xiloglucanos, glucomananos, galactomananos,

glucuronomananos, glucuronoxilanos, arabinoxilanos y arabinogalactanos (13,16,31).



De las hemicelulosas, el polisacarido mayoritario en cereales y maderas duras es el xilano; el cual,
presenta en su estructura enlaces de b-1,4-D-xilosa y ramificaciones que pueden ser sustituidas
por L-arabinosa, D-galactosa, acetilo, acidos ferulicos, asi como residuos de &cido glucurdnico

(figura 3) (31).
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Figura. 3 Estructura de Xilano (Tomado de Vries R.P. et al, 2001)

La segunda estructura de hemicelulosas cominmente encontrada en maderas suaves y duras
(figuras 4 y 5), es el galacto-glucomanano, que esta constituida por enlaces b-1,4-D-manosa y D-

glucosa, con ramificaciones de D-galactosa (31).
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Figura. 4 Dos estructuras de Galactoglucomanano, que se encuentra cominmente en maderas suaves y duras (Tomado de Vries

R.P. etal, 2001)
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Figura. 5 Estructura del Galactomanano, que se encuentra cominmente en maderas duras (Tomado de Vries R.P. et al, 2001)



1.3 Pectina.

La pectina es la macromolécula mayoritaria de la lamela media en la pared celular de las plantas.
Es un polisacarido heterogéneo, acido y cargado negativamente; ademas es un compuesto rico en
acido galacturonico. Su peso molecular no esta bien definido ya que depende de su origen y del
estado de maduracién de la planta, el rango es entre 25 y 360kDa. Debido a sus propiedades, la
pectina juega un papel importante en la pared celular, atrapa agua para formar un extenso gel
hidratado, el cual rellena los espacios que se forman entre los elementos fibrosos, ayudando a la
hidratacién celular y a la adhesion de las células adyacentes, asi como en la plasticidad de la pared
celular para la elongacion de las plantas y maduracion de los frutos. Esta involucrada en el control
de la porosidad de la pared celular y participa en el transporte intracelular de materiales. Cuando
la planta llega a ser atacada por patogenos, fragmentos de pectina son liberados por la pared
celular desencadenando la respuesta de defensa de las células. La mejor definicion bioquimica de
la pectina, es que se trata de un grupo de polisacaridos rico en &cido galacturdnico. Su estructura
se conforma por dos regiones bien definidas, la zona “lisa” y la zona “peluda”, cada una con
caracteristicas diferentes y con tres dominios de polisacaridos: homogalacturonano,

ramnogalacturonano | y ramnogalacturonano Il (figura 6) (10,11,12,13,14,15,31).

Homogalacturonano (HGA): Consiste en una estructura lineal de homopolimero formado
por residuos de acido D-galacturdnico unidos por enlaces a-1,4, conteniendo de 100-200
residuos de acido galacturoénico, esta estructura puede ser metilada en Og 0 acetilada en O,

y O3; se conoce comUnmente como la region “lisa” (14,31).

Ramnogalacturonano | (RGI): Es un polisacarido abundante y heterogéneo, estd unido por
enlaces glucosidicos al dominio de homogalacturonano, se distingue, debido a que la
estructura principal de a-1,4-4cido D-galacturdnico se ve intercalada por enlaces a-1,2-L-
ramnosa, en donde se ramifican cadenas de galactosa y arabinosa, unidas en O,. Las
ramificaciones de las cadenas de arabinosa, consisten en una cadena principal de enlaces
a-1,5-L-arabinosa, la cual se puede ramificar por enlaces a-1,3-L-arabinosa o por residuos
de ferulol unidos al O, terminal de L-arabinosa. Las ramificaciones de las cadenas de
galactosa, consisten en una cadena principal de enlaces b-1,4-D-galactosa, la cual puede ser

ramificada por residuos de ferurol en Os. RGI puede contener grupos de acetilo unidos por



esterificacion en O, o O; de los residuos de acido galacturonico de la cadena principal.

Debido a su estructura se le conoce como la region “peluda” (14,31).

Ramnogalacturonano Il (RGIl): Es un polisacarido de aproximadamente 30 unidades de
monosacaridos, el cual se encuentra unido a una estructura principal de enlaces a-1,4-4cido
D-galacturdnico, ésta es sustituida por cuatro tipos heteropolimeros, formando cadenas
laterales. Las cadenas laterales contienen 11 diferentes azucares, incluyendo D-apiosa, L-
acido acerico y &cido 2-ceto-3-desoxy-D-mano-octulosonico. Una importante caracteristica
de RGII es su capacidad de dimerizarse, es decir de formar uniones ester con el ion borato

por medio de residuos de D-apiosa (14,31).
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Figura 6. Estructura de la pectina. (Tomado de Knox J.P, et al, 2001)



Un aspecto que diferencia a las especies de pectina entre si, es su contenido de ésteres metilicos,
o grado de esterificacion (GE), el cual disminuye al producirse la maduracion de las plantas. El GE
es definido como el nimero de residuos de &cido D-galacturdnico esterificados sobre el total de
ellos, expresado por tanto porciento. La pectina posee un GE de 50. Las pectinas son ampliamente

utilizadas en la industria alimentaria (7).

2. Enzimas pectinoliticas

Las enzimas pectinoliticas o pectinasas se encargan de la degradacion de la pectina. Estas enzimas
se encuentran distribuidas en las plantas superiores y en microorganismos, como los hongos. En el
caso de las plantas, éstas juegan un papel muy importante, debido a que son las responsables de
la extension de la pared celular y de la suavidad, maduracion y almacenamiento de los frutos, en
algunas plantas. Este tipo de enzimas ayudan a mantener el balance ecoldgico ya que causan la

descomposicion y el reciclaje de los materiales de desecho de la planta (10).

En la industria alimentaria, estas enzimas son ampliamente utilizadas debido a sus cualidades.
Logran una degradacion parcial de la fraccién polimérica de la pared celular de las plantas, por lo
que son sumamente Utiles en los procesos de maceracion, licuefaccion y extraccion de tejidos
vegetales, ademas, reducen la viscosidad de la pulpa, ayudando en la filtracion y clarificacion de
los jugos de fruta. En la industria de la madera conjuntamente con las celulasas, hemicelulasas y
xilanasas, ayudan a remover la corteza de los troncos de los arboles, proceso que tradicionalmente
consume una gran cantidad de energia. El uso de estas enzimas, facilita varios procesos

industriales, proporcionando una buena alternativa a la industria (25,31).

Desde el punto de vista comercial, las enzimas pectinoliticas microbianas, conforman el 25% de la
venta global de enzimas; casi todas las preparaciones comerciales de pectinasas son producidas
por una fuente fungal, el microorganismo mas ampliamente utilizado es Aspergillus niger por su
gran capacidad de fermentacion y su alto nivel de produccién. En general Aspergillus spp, es

ampliamente utilizado para la obtencién de una gran cantidad de enzimas (10,31).
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Las enzimas pectinoliticas se clasifican en dos amplios grupos: (10)
Esterasas: Catalizan la desesterificacion de la pectina, removiendo a los grupos metoxi
ester.
Despolimerasas: Catalizan la division de las uniones a-1,4-4cido D-galacturonico, de las

fracciones de pectina.

Ademas, pueden subdividirse en cuatro diferentes categorias, dependiendo de la preferencia de la
enzima por el sustrato, el mecanismo y el lugar de ruptura de los enlaces glucosidicos. La
poligalacturonasa (PG) y la polimetilgalacturonasa (PMG) logran rupturas por medio de la
hidrolisis, es decir, la introduccion de una molécula de agua. Mientras que la poligalacturonato
liasa (PL) y la polimetilgalacturonato liasa (PGL) logran la division de los enlaces glucosidicos por
medio de la b trans-eliminacion, la ruptura del enlace se llevaba a cabo sin la necesidad de
incorporacion de una molécula de agua. Dependiendo del lugar del corte de la enzima, ya sea al

azar o en la parte terminal, se denomina enzimas endo o exo, respectivamente (10).

2.1 Pectinesterasa

La pectin-esterasa (PE, E.C. 3.1.1.11) cataliza la desesterificacion de los grupos metil ester, unidos
al &cido galacturdnico (figura 7); actia primero que las otras enzimas. Su modo de accion depende
de la fuente de la que se obtenga, si proviene de un hongo actia sobre mdultiples cadenas,
removiendo el grupo metilo en forma aleatoria. Si se trata de las obtenidas en plantas, actlan en

el grupo final no reductor o en el siguiente grupo carboxilo libre y sobre una sola cadena (10).

/ PE OH

s COOH
L)

— O

COOCH
: COOH
OH OH

(hh PE

Figura. 7 Reaccion catalizada por la pectinesterasa. (Tomado de GuptaR., et al, 2005)
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Su rango de peso molecular es de 35-50kDa, su pH 6ptimo de actividad es 4.0-8.0. Las
pectinesterasas fungicas suelen tener un pH de actividad més bajo que las bacterianas, su

temperatura Optima esté entre 40-50°C(10).

2.2 Poligalacturonasas

Estas enzimas actdan por medio de hidrdlisis sobre la cadena de acido galacturonico (figura 8).
Pueden ser endo-poligalacturonasa (E.C.3.2.1.15) y exo-poligalacturonasa (E.C.3.2.1.67). La endo-
poligalacturonasa estd ampliamente distribuida, se puede encontrar en hongos, bacterias,
levaduras y plantas, la exo-poligalacturonasa no se encuentra tan frecuentemente; se han
encontrado dos formas de accion de esta enzima, dependiendo de su origen. La de origen fungal
produce acido monogalacturonico como producto final, mientras que la de origen bacteriano

producen acido digalacturénico como producto final (10).

COOR o COOR OH
O Q
o O —HO OH
O —. +
o OH HO 4
COOR
OH OH COOR

@) PMG/PG

En caso de PMG R=CH; yde PG R=H

Figura8.- Reaccidn catalizada por las poligalacturonasas (Tomado de GuptaR., et al, 2005)

Estas enzimas han sido aisladas de diferentes fuentes microbianas, que le proporcionan
caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas particulares. En general su pH Optimo de actividad es
acido (3.5-5.5) y el rango de temperatura varia entre 30-50°C. Se han encontrado seis tipos de
hidrolasas en la familia de Aspergilli. Varias endo-poligalacturonasas actian dentro de la region
lisa de la pectina, mientras que las exo-poligalacturonasas actdan en la misma region pero sobre la
fraccion terminal no reductora. Aspergillus niger tiene siete poligalacturonasas, éstas se
diferencian por la especificad de su mecanismo de accion, la actividad varia de 25-4,000 U/mg,
dependiendo de la sensibilidad de la metilacion del sustrato; cuatro de sus enzimas (endo-

poligalacturonasa I,A, C y D) tienen un comportamiento procesivo, actuando en un mdultiple
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atague, en una solo cadena. Ademé&s esta especie contiene otras tres enzimas (endo-
poligalasturonasa Il, B, y E) que acttan por medio de un ataque simple sobre una sola cadena(28).

El pH 6ptimo de PG 1y PG Il es de 3.8-4.3 y 3.0-4.6 respectivamente (10, 31).

2.3 Liasas

Las liasas o trans-eliminasas, logran la ruptura del enlace glucosidico mediante un mecanismo no
hidrolitico; rompen el enlace en el C4 y simultdneamente elimina hidrogeno de C5 produciendo un

producto insaturado (figura 9) (10).

OH
COOR COOR OH
o]
o O -—HO OH
a — +

: o N
COOR o)

OH OH COOR

@ PLIPGL

En caso de PLR=CH;y para PGLR=H

Figura 9.- Reaccion catalizada por las liasas (Tomado de GuptaR., et al, 2005)

Estas enzimas usualmente se ven involucradas en la patogenicidad de las plantas, producidas por
bacterias y/o hongos. Requieren calcio para su funcionamiento, la mayoria tienen un peso
molecular de 30-40 kDa con un punto isoeléctrico de 7.0-11.0. Presentan un pH 6ptimo alcalino de

7.5-10.0 y su temperatura 6ptima varia entre 40-50°C (10).

3 Estrés oxidativo

Ademas de que el oxigeno molecular (O,) es necesario para la vida aerobia, también es un gas
corrosivo y tiende a formar especies reactivas toxicas (ERO), las cuales son causantes de estrés

oxidativo celular (17,29).
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Todos los organismos aerobios generan inevitablemente ERO, como subproductos de su
metabolismo normal, se forman principalmente durante la cadena respiratoria, debido a una fuga
de electrones en el dltimo paso de su transporte electronico, donde se lleva a cabo la reduccion de
cuatro electrones del oxigeno a agua. La citocromo oxidasa, transfiere electrones al oxigeno desde
los iones metélicos que cambian sus estados de valencia con un electron cada vez, como el hierro
del hemo y el cobre en la citocromo oxidasa. Debido a que las interacciones de los transportadores
de un electron con los trasportadores de dos electrones no tienen una eficiencia del 100%, las
oxidasas generan a menudo especies de oxigeno reducidas de forma incompleta: superéxido (0;),
que se forma a partir de una reduccion de un electrén del oxigeno (0,); el peréxido de hidrégeno
(H20,) que se forma a partir de una reduccién de dos electrones; y el radical hidroxilo (OH’) que se
forma por una reduccion de tres electrones. Estas especies reactivas también se pueden formar
debido a la excitacion del oxigeno singulete, el cual ha pasado a un estado alto de energia y es
extremadamente reactivo, se forma por medio de la luz, produciendo una parcial reduccion del

oxigeno (figura 10) (1,19,26,29).

Mecanismo de produccién de ERO’s

o
Ozono D:! - WEOUVA’ - 102 Oxigeno singulete

_" 2
R

02__
4H* + e~ 2H*+e-x
H,0

Superoxido

(PSI) (COX) e 2
i Peroxido de Hidrogeno
HO- + HO~
H*+ e *
Y / Radical Hidroxilo
2H,0 H*
2 02'- + 2 H* cemmmeee> Hzciz + ﬁ‘c}z
HO, + e~ -= HO-+ HO™
Hz':lz + C‘z"‘l‘ H* — .{tTOz + HO- + Hzﬂ
2o TN o To- I— > A'O,+ CF +H,0 + H*

Figura. 10 Mecanismo de produccion de ROS por medio de la luz (Tomado de Aguirre J., et al, 2005)
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El radical hidroxilo (OH) es el mas reactivo de ERO; dafia a las proteinas inactivandolas y a las
membranas celulares iniciando la oxidacion de los acidos grasos, en un proceso denominado
peroxidacion lipidica, también dafia a los &cidos nucleicos produciendo la ruptura de la cadena de
polinucledtidos y cambiando la estructura de las bases del ADN. Este radical se forma en el
citoplasma de la célula, por efecto de radiaciones ionizantes y representa el mutagéno mas activo
que se deriva de esta exposicion. También se produce en la reaccion entre los radicales libres del

ion superoxido y peroxido de hidrogeno (19,29).

El anion superdxido no es tan tdxico, sin embargo, como contiene un electron desapareado se
combina con facilidad con otro radical, el 6xido nitrico (NO) un agente biolégico de sefializacion
que se produce en muchos tejidos, el producto que se forma peroxinitrito (OONO), el cual se
considera una especie reactiva del oxigeno, produce peroxidacion lipidica y también da lugar a la
nitracion de los grupos hidroxilo de la tirosina de las proteinas, una reaccion particularmente

dafiina para las proteinas de la membrana (19).

El peroxido de hidrégeno es universalmente citotoxico en altas concentraciones, esto se debe a la
conversion que pueda sufrir transformandose en el oxidante mas fuerte, el radical hidroxilo,
debido a la reduccién de los iones pertenecientes al sitio activo de la superoxido dismutasa (SOD)
(2,20).

La toxicidad de ERO se debe a su carencia de electrones, por lo cual lo toman con avidez de las
moléculas vecinas, que a su vez se convierten en radicales libres, y asi sucesivamente; a menos
que se detenga rapidamente esta reaccion oxidativa en cadena, la célula puede resultar
gravemente dafiada. En el metabolismo celular normal se producen ERO en cantidades muy
elevadas, se ha calculado que entre 1-2% de todos los electrones que entran en la cadena
respiratoria no llegan nunca a la citocromo oxidasa, si no que se desprenden de los complejos |, Il y

[l llevdndose a cabo reducciones de un electron de oxigeno a ién superoxido (19,29).
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3.1 Sistema antixodante

Debido a que las especies reactivas del oxigeno son inevitables en la vida aerobia, todos los
organismos aerobios cuentan con un sistema de defensa para prevenir y reparar el dafio oxidativo.

Este sistema antioxidante est4 conformado por una parte enzimética y una no enzimatica (3,19).

La proteccion no enzimatica la proporcionan los compuestos antioxidantes como glutation (GSH),
cido ascorbico (vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina E), beta-caroteno, vitamina A, flavonoides,
acidos fendlicos, &cido arico, manitol y trealosa que ayudan a eliminar a las especies reactivas del
oxigeno antes de que puedan producir dafios o evitan que se disperse el dafio oxidativo. En
general estos compuestos estén constituidos por anillos aromaéticos en los cuales se atrapan a los
radicales libres. Las vitaminas E y A, asi como el beta-caroteno, son de caracter lipofilico por lo que
su funcion principal es la preservacion de las membranas celulares frente a la agresion oxidativa. El
glutatién es abundante dentro de las células, tiene como principal funcion evitar el dafio celular a
causa del peroxido de hidrogeno; la vitamina C es muy importante debido a su hidrosolubilidad y a
su facil oxidacion en &cido deshidroascorbico. En los liquidos extracelulares las concentraciones de
ascorbato son mucho mayores que las de glutation; por tanto, el ascorbato desempefia el papel
predominante en la proteccion antioxidante extracelular. Los datos mas recientes sugieren que el
principal cometido antioxiante del &cido Urico estd en su capacidad de unirse al peroxinitrito

(ONOO) e inactivarlo (4,5,19,26).

Entre los mecanismos enzimaticos en la primera linea de defensa esta la superdxido dismutasas,
una familia de metaloenzimas que catalizan la dismutacion del superdxido (Oy). La superoxido
dismutasa transforma los radicales libres del anién superdxido en oxigeno molecular (O,) y

peroxido de hidrégeno (H,0,) (19).

OZ- + OZ- + 2H+ — > H202 + OZ

Por medio de la catalasa, una hemo proteina, el peréxido de hidrogeno se convierte
inmediatamente en oxigeno y agua, con una tasa de recambio extraordinario de >40,000
moléculas por segundo; se le considera de las més importantes para la detoxificacion celular, ya

que el peroxido de hidrogeno se produce también en reacciones donde actéan oxidasas (18,19).
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2H,0, —» 2H,0+0,

La peroxidasa es otra enzima que es capaz de transformar al peroxido de hidrogeno pero a

diferencia de la catalasa no libera oxigeno en la reaccion (19).

H,O, + 2H" — 2H,0

3.2 Catalasa

La catalasa (E.C.1.11.1.6) es una de las enzimas mas eficientes, su centro activo estd compuesto
por hierro, ferriprotoporfirina IX, del grupo hemo. Para su funcion requiere que sus subunidades

se encuentren unidas, de otra forma pierde su actividad (34).

La catalasa se forma en el citosol, es transportada al interior de la matriz del peroxisoma en donde
se agrega el grupo hemo, proporcionandole actividad a la enzima; tiene una vida media de 14
minutos. Los peroxisomas son vesiculas con cubierta de clatrina de 50-250nm, en donde se llevan
a cabo las principales reacciones de formacion y degradacion de H,0,, la catalasa representa hasta

el 40% de la proteina total de éstos y ademas actia como vélvula de seguridad (27).

Figurall.- Estructura de una catalasa homotetramerica

Debido a la gran diversidad de catalasas se les ha clasificado en tres subgrupos (34):

Catalasa hemo monofuncional
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En este subgrupo encontramos a las catalasas de casi todos los organismos con respiracion
aerdbica, muchos incluso tienen dos o mas isoformas. La mayoria son homotetrameras(figura
11), con peso molecular de 200-340kDa con cuatro grupos prostéticos hemo. En la mayoria de
los casos ferriprotoporfirina IX se encuentra en el sitio activo. Se ha encontrado que este tipo
de catalasas suele ser altamente eficientes, ya que se estimula su produccién con la aparicion
de altas concentraciones de perdxido de hidrégeno, es decir, no se inhibe su actividad por

medio del sustrato (34).

Catalasas-peroxidasas
En este grupo las catalasas se encuentran en tres dominios; Procariontes, Archea y
Eucariontes, sin embargo, en el tltimo sélo se han detectado en los hongos. Su peso molecular
es 120-340kDa y en general son homodimeros, aunque se han reportado homotetrdmeros;
existe una asociacion reversible de dimero-tetramero. La caracteristica mas importante es su
comportamiento catalitico bifuncional. Este tipo de enzima, en comparacion con las catalasas
homofuncionales, muestra una actividad catalitica menor y mayor sensibilidad de inactivacion

a altas temperaturas, pHy H,0, (34).

Catalasa de Manganeso
Hasta ahora solo se han encontrado tres de estas, una proviene de las bacterias lacticas y las
restantes de los organismos termofilicos. A éstas enzimas se les llaman también
pseudocatalasas debido a que utilizan manganeso en vez de un grupo hemo en su sitio activo.
Su peso molecular es de 170-210kDa y forman estructuras inusuales oligoméricas

(homopentameros 0 homohexameros) (34).

Muchas bacterias, hongos y plantas tienen mas de una catalasa, las provenientes de los hongos

microscopicos son las que tiene mayor peso molecular y mayor estabilidad. Son reguladas de

diferente forma y algunas se relacionan con la etapa de desarrollo en que se encuentra el hongo;

creciendo en medio liquido las esporas asexuales (conidia) presentan 60 veces més actividad de

catalasa que las hifas (11,15).

En Aspergillus nidulans G1059 se han encontrado cuatro catalasas A, B, C y D. En un estudio de

dos de sus catalasas (A y B), se encontré que tienen regulacion diferenciada que protege al hongo

de los efectos toxicos del peréxido de hidrégeno (H,0,). La catalasa A solo es inducida durante la
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esporulacion y en respuesta a diferentes tipos de estrés; la catalasa B est& presente en el micelio

vegetativo, incrementa su actividad durante el proceso asexual de la formacion de esporas (5).

Para Aspergillus niger N400 se han realizado estudios de localizacion de catalasa por métodos de
inmunocitoquimica y electroforesis, se encontrd que es capaz de producir cuatro diferentes
catalasas (I, Il, Il y IV). En condiciones normales presento actividad en el interior (catalasa l) y en el
exterior de la célula (catalasa Il). Cuando la cepa fue inducida a una produccion mayor de glucosa
oxidasa, se encontrd una produccién mayor de perdxido de hidrégeno, lograndose inducir a otras
dos diferentes formas de catalasas, las cuales se localizaron intracelularmente (catalasa Ill) y
extracelularmente (catalasa IV); la induccion de glucosa oxidasa, se realiz6 aumentando el nivel de
oxigeno de 30 a 50% de aire saturado, en un fermentador, durante 4-5h antes de la cosecha del

micelio, en condiciones normales el nivel de oxigeno es del 7% de aire saturado (30).

El efecto del estrés oxidativo en Aspergillus niger B1-D provoco diferencia en su morfologia al ser
expuesto a altos niveles de oxigeno disuelto, presentando hifas mas pequefias que en aquellas
muestras que no fueron sometidas a estas condiciones. Ademas se encontré una relacion entre
elevar la temperatura del medio de cultivo y el estrés oxidativo; ya que al crear choques térmicos
en las células, se causo dafio oxidativo debido a que se acelero la formacion de especies de
oxigeno reactivo provocando el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes. Se obtuvo una alta
actividad catalitica por parte de la catalasa al realizar un choque térmico de 37°C a 50°C por 30

minutos de incubacion (4).

Se ha reportado que el hongo termofilico, Thermoascus aurantiacus, produce una catalasa con alta
termoestabilidad hasta 80°C y un amplio rango de resistencia en la escala de pH de 5-13 a 30°C.
Esta enzima fue caracterizada por su acumulacién extracelular, la cual se obtuvo al 4° dia después
de su incubacion. La actividad se puedo observar incluso después de su incubacion, en una

disolucién de hidréxido de sodio por varias horas (9).

En el caso de T. aurantiacus IFO 31693 es capaza de producir catalasa extracelular, a 43°C con una

agitacion de 180rpm, en un medio que contenga como fuente de carbono almidén (1%) con
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metanol (0.5%). Al utilizar el medio con metanol es oxidado por la alcohol oxidasa produciendo
peroxido de hidrégeno. Es comdn que para el estudio de la actividad de la catalasa se combine el
estudio paralelo de la actividad de una oxidasa, debido a que en las reacciones de las oxidasas se
obtiene como producto perdxido de hidrogeno, por tanto la célula debe responder con una mayor

produccion de catalasa (8,19).

En Aspergillus oryzae OSI 1013 se observé que la catalasa A tiene actividad solamente en medios
solidos en donde el hongo se encontraba morfolégicamente como espora, no se logré inducir su
actividad con el peroxido de hidrégeno; en cambio la catalasa B se puede inducir con el peroxido
de hidrogeno en cualquier tipo de medio. Estas diferencias se han observado con anterioridad en
otros hongos, por tanto, se cree que la funcion principal de la catalasa B es reducir los efectos
toxicos del estrés oxidativo y la produccion de la catalasa A se requiere durante la etapa de la

germinacion provocando una sensibilidad en las esporas al peréxido de hidrogeno (12).
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VIl. Materiales y Métodos

Para alcanzar los objetivos planteados se realizaron tres etapas:

1. Caracteristicas del microorganismo: Se evalud el crecimiento en diferentes fuentes de
carbono y la actividad de la catalasa sin condiciones de estrés. Esta etapa se realiz en

medio liquido.

2. Determinacién de la concentracion de los agentes oxidantes en medio soélido: Se
determind la concentracion adecuada de los agentes oxidantes para causar estrés
oxidativo sin perder la viabilidad del microorganismo. Ademas se evalud la fuente de

carbono y la fuente mineral.

3. Determinacion del efecto del estrés oxidativo sobre Aspergillus flavipes FP-500 en medio
liquido: Se evalud el efecto del estrés oxidativo sobre el crecimiento del microorganismo y

las actividades pectinoliticas y de la catalasa.

Microorganismo

Se utilizé la cepa Aspergillus flavipes FP-500 del cepario del laboratorio de Fisiologia de Hongos
Filamentosos. La cepa fue sembrada en placa con medio Sabouraud e incubada a 37 °C durante 3
dias; al término de este tiempo se almaceno a 4 °C, con resiembras mensuales para mantener la

cepa viable.

Preparacion del inéculo

El microorganismo se sembré bajo condiciones asépticas en placas de medio Sabouraud y se
incubo durante 3 dias a 37 °C. Al término de este periodo, se realizo la recoleccién de sus esporas.
Estas se suspendieron en 10 mL de una solucion salina Tween 80 estéril (0.9 % P/V solucién salina

y 0.005 V/V solucion tween 80); se centrifugd a 4500 rpm por 10 min y se realizaron tres lavados
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con la misma solucion. Se utiliz6 una camara de Neubauer para conocer la concentracion de

esporas en el indculo y se conservo a 4°C.

Inoculacion en medio liquido.

Se emplearon matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo, inoculados para

alcanzar una concentracion final de 1x10° esporas/mL.

Inoculaciéon en medio sélido.

Las placas fueron inoculadas en series de tres colonias por concentracion de esporas, las
concentraciones fueron: 1x10° esporas/mL, 1x10° esporas/mL, 1x10* esporas/mL y 1x10°

esporas/mL, en un volumen de 10m.

Medios y condiciones de cultivo.
Medios liquidos

Se realizaron cuatro diferentes medios de cultivo:

1) Glucosa: Medio basal (tabla I) como medio mineral, como fuente de carbono glucosa al 1

% y extracto de levadura a 0.1 %, con pH de 4.2

2) Pectina: Medio basal (tabla I) como medio mineral, como fuente de carbono pectina al 1

%; con un pH de 4.2.

3) Acido galacturénico: Medio basal (tabla 1) medio mineral, como fuente de carbono &cido

galacturonico al 1 % y extracto de levadura al 0.1 %; con pH de 4.2.

4) Pectina: Medio Pontecorvo (tabla I) como medio mineral, como fuente de carbono pectina

al 1%, con pH de 4.2.
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Tabla I. Composicion de los medios minerales

Medio Basal de Fosfatos | Medio Pontecorvo

(MB) (MP)

(NH4),SO, 0.5% (NH.);SO, 0,40%

KH,PO,  0.2% KH,PO, 0.15%

K:HPO4  0.2% KCI 0.05%

....... MgSO,  0.05%

Todos los reactivos utilizados fueron con grado analitico y se utilizé agua destilada, se esterilizaron

a 121 °C a 15 Ib durante 20 minutos. Se incubaron a 37 °C con una agitacion de 200 rpm.

Medios sélidos

Se utilizaron 5 diferentes tipos de medio de cultivo (tabla I):

1) Medio Sabouraud.

2) Medio basal de fosfatos con glucosa al 1 %y agar al 1.5 %.

3) Medio basal de fosfatos con pectinaal 1% y agar al 1.5 %.

4) Medio basal de Pontecorvo con glucosa al 1 %y agar al 1.5 %.

5) Medio basal de Pontecorvo con pectinaal 1 % y agar al 1.5 %.

Todos los reactivos utilizados fueron con grado analitico y se utilizé agua destilada, se esterilizaron

a 121 °C a 15 Ib durante 20 minutos. Se incubaron por tres dias a una temperatura de 37 °C.
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Tratamiento con los agentes oxidantes

En los medios solidos se utilizaron diferentes concentraciones de los agentes oxidantes (tabla Il),
estos se afiadieron junto con la fuente de carbono, antes de inocular el microorganismo. En los
medios liquidos se utilizaron diferentes concentraciones del agente oxidante (tabla Il), se realiz6

una adicion en dos diferentes lapsos del crecimiento del microorganismo, 0 hrsy 16 hrs.

Tabla Il

Agentes oxidantes Peréxido de hidrogeno Menadiona

Concentraciones en medio 50mM,20mM, 10mMM,5mMy1mM | 2mM,1mMy 0.5 mM
solido

Concentraciones en medio 5mMylmM 2mM,y 1 mM

liquido

Todos los reactivos utilizados fueron con grado analitico y se utilizé agua destilada estéril.

Determinaciones experimentales
Toma de Muestra
Fraccion extracelular

Se tom6 5mL de cada muestra en 5 diferentes tiempos de crecimiento del microorganismo, 16 hrs,
24 hrs, 36 hrs, 48 hrs 'y 72 hrs. Se determino el pH, crecimiento, las actividades pectinoliticas

correspondientes y actividad de la catalasa.

Fraccién intracelular

Se colecto el micelio por filtracidn y se realizaron 3 lavados con solucion salina isotdnica al 0.9%. Al

micelio lavado se pes6 0.1 g de micelio himedo y se le traslado a un tubo conteniendo perlas de
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vidrio, se afiadié 1 mL de buffer de fosfatos (PBS, 50 mM pH 7). Se utilizo Mini-beadbeater durante
3 ciclos a una velocidad de 4,800 rpm. Los ciclos se componen de un periodo de 30 segundos en
agitacion y 60 segundos en hielo. Se tomé 0.7 ml y se centrifug6 a 10,00 rpm durante 15 minutos.
Se desechd el boton y se conservo el sobrenadante para su posterior analisis de la actividad de la

catalasa.
Determinacion del crecimiento celular.

Las muestras se filtraron a través de membranas Millipore, con 5 mm de diametro de poro a peso
constante y pesadas. La biomasa y la membrana se secaron a una temperatura de 37 °C durante
72 hrs. Se pesé y por diferencia de pesos se obtuvo el valor en miligramos de microorganismo en
peso seco. El filtrado de la muestra se conservo para las siguientes determinaciones, ya que ésta

es la fraccion extracelular.
Determinacion de grupos reductores.

Se utilizo el método colorimétrico del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)(23). Para la valoracion se
empled una curva patron hecha con &cido galacturénico con un rango de 0-1 mg/mL y se report6

en como mg/mL de &cido D-galacturénico.
Actividad exo-pectinolitica.

Se determind por la liberacién de grupos reductores por efecto de las exopectinasas. La mezcla de
reaccion se conformo por 0.5 mL de una solucion de pectina al 1 % (p/v) en agua destilada a pH 5,
0.4 mL de solucion amortiguadora de acetatos 100 mM pH 5y 0.1 mL de la fraccion extracelular,
se incubo a 45 °C durante 20 min. Después, para cuantificar los grupos reductores obtenidos se
afladieron 2 mL DNS (método de DNS). La actividad se expresd en unidades enziméticas (U),
definidas como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 nmol de acido D-galacturdnico en

las condiciones de ensayo.
Actividad endo-pectinolitica.

La actividad de la enzima se determind por el cambio de viscosidad que se produce en una
solucion de pectina al 1% (p/v) y una solucién amortiguadora de acetatos 100 mM a pH 4.2 con
NaCl (0.03 % p/v), se utilizo un viscosimetro de Oswald. La reaccion se inici6 al adicionar 0.5 mL de

fraccion extracelular a 10 mL de la solucion de pectina y se incub6 a 30 °C, se midi6 el tiempo de
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reaccion asi como el tiempo que tardé en fluir la solucion. La actividad se expreso en unidades
enzimaticas (U), se define como la cantidad de enzima que redujo en un 50 % la viscosidad relativa

de la solucién de pectina en las condiciones de ensayo.
Actividad pectin liasa.

Se determind por el incremento de la absorbancia (235 nm), debido a la formacién de grupos con
doble ligadura entre el &tomo de carbono cuatro y cinco del &cido D-galacturdnico. La mezcla de
reaccion consistio en 0.5 mL de solucién de pectina al 1 % (p/v) a pH 5.7 y 0.5 mL de solucion
amortiguadora tris-acetatos 100 mM a pH 9.5 con CaCl (24 mM), el valor de pH de la mezcla fue de
8.8. La reaccion se inici6 cuando se adiciond 0.2 mL de la fraccion extracelular a la mezcla de
reaccion y se incubo durante 60 min a una temperatura de 40 °C. Se detuvd la reaccion al afiadir
0.1 mL de HCI 1 N. Para la lectura es necesario diluir la muestra, se tom6 0.2 mL de la mezcla de
reaccion y se afiadio 1.8 mL de HCI 10 mM. El blanco se preparé de la misma forma solo que el
filtrado se afiadié después de parar la reaccion. La actividad se expreso por unidades enzimaticas
(U) definidas como la cantidad de enzima necesaria para formar 1mmol de producto en las

condiciones de ensayo.
Actividad de catalasa

La actividad de la catalasa se midio en una longitud de onda de 240nm, la reaccion se realizo en
una celda de cuarzo. Se adiciono a la celda 0.6 ml de la fraccion intracelular, se incubo durante 1
min a una temperatura de 25-°C, después se afiadié 0.4ml de la mezcla de reaccion, que consistid
en 0.34 ml de H,0, al 30 % (Sigma) en 100 ml de buffer de PBS. Se ley6 inmediatamente. El blanco
estuvo constituido por 0.6mL de PBS y 0.4mL de la mezcla de reaccion. La actividad se expreso por
unidades enzimaticas (U), definida como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 nmol de

producto por minuto de reaccion, en las condiciones de ensayo.
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Calculos necesarios

Concentracion de esporas:

X esporas « 16 (N° cuadros CN) = 4 (N° cuadrantes CN) » % FD #2500 g FC

CN: camara de Neubauer
FD: Factor de disolucién.
FC: Factor de conversion.
Ajuste de la concentracion de esporas para inocular en medio liquido:

10%esp

+ 100mL{vol del medio) = 10%esp totales a inocular

Actividad de una enzima

U  pmol

ml  min

U: es la cantidad de enzima necesaria para degradar o producir 1pmol/min

Actividad especifica de una enzima

u
mL _ v
mg peso Seco = g peso seco
mL
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Vill. Resultados y Discusion

1. Caracteristicas del microorganismo.

Evaluacion de la fuente de carbono

El crecimiento del microorganismo en las tres fuentes de carbono: glucosa, pectina y acido
galacturonico, fue favorable (figura 12), sin embargo, la cepa tiene un mejor crecimiento en
glucosa (4.71 mg peso seco/mL), esto se debe, a que se trata de una molécula de naturaleza
sencilla y facil de asimilar; el crecimiento en las otras fuentes de carbono es ligeramente menor.
Sin embargo, no hay una gran diferencia entre el acido galacturénico y la pectina (4.01 mg peso

seco/mLy 4.13 mg peso seco/mL respectivamente).
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Figura 12. Crecimiento de Aspergillus flavipes FP-500, creciendo en glucosa, acido galacturénico y pectina, en medio basal; incubado a
37°C, 200 rpmy con pH; 4.2.

Actividad de la catalasa sin condiciones de estrés oxidativo

En estas mismas condiciones de crecimiento se determiné la actividad de la catalasa. Los valores
mostrados de esta actividad pertenecieron exclusivamente a la fraccion intracelular, en la fraccion
extracelular no se encontré actividad. La actividad se incremento a lo largo de la fermentacion. La
méaxima actividad se obtuvo a las 72 hrs obteniéndose valores de 0.8 U/mL en pectina, 1.0 U/mL
en &cido galacturonico y 0.63 U/mL en el medio con glucosa (figura 13). Estos datos muestran la

produccion de catalasa en condiciones donde no hay un reto oxidativo.
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Actividad Catalasa {U/mL)

0 10 20 30

40 30 &0 70
Tiempeo hrs

—¢— Pectina —@— Acido galacturonice  —+— Glucesa

Figura 13. Actividad de catalasa intracelular de Aspergillus flavipes FP-500, creciendo en glucosa, acido galacturénico y pectina, en

medio basal, incubado a 37 °C, 200 rpmy pH;4.2.

Dado que el crecimiento fue ligeramente diferente en las tres fuentes de carbono se calculd la
actividad especifica de la catalasa, encontramos que el maximo valor, en las tres fuentes de
carbono, se obtuvo a las 24hrs de fermentacion. Para pectina de 0.60 U/mg peso seco, 0.98 U/mg
peso seco en &cido galacturdnico y 0.45 U/mg peso seco en glucosa (figura 14). Aparentemente las
células requieren mayor actividad de catalasa cuando la relacion entre el grado de oxigenacion y la

biomasa es mayor.

Lctividad especificade |z catalasa
{U/mg peso seca)

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo {hrs)
—+—Pectina ~ —m— Addo galacturenice  —=— Glucosa

Figura 14. Actividad especifica de la catalasa intracelular de Aspergillus flavipes FP-500, creciendo en glucosa, acido galacturénico y
pectina, en medio basal, incubado a 37 °C, 200 rpmy pH;4.2.

2. Determinacion de la concentracion de los agentes oxidantes, en medio solido
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Se necesité una concentracion capaz de generar estrés en la cepa, sin ocasionar la pérdida de
viabilidad; para su determinacion se llevaron a cabo experimentos en medios sélido, con

diferentes concentraciones de peroxido de hidrégeno (H,0;) y menadiona.

Efecto del perdxido de hidrogeno sobre el crecimiento de Aspergillus flavipes FP-500
El efecto del H,O, se evalu6 en 5 diferentes concentraciones, sobre cuatro diferentes
concentraciones de esporas. Glucosa y pectina se utilizaron como fuentes de carbono, debido a
que se ha mostrado que el microorganismo tiene un buen crecimiento en glucosa, y pectina
porque este estudio tiene como objeto conocer el efecto que causan estos agentes, en la
produccion de enzimas pectinoliticas. Se considero importante evaluar el efecto de la composicion
mineral del medio y la fuente de nitrégeno, por esto, se emplearon dos diferentes medios, el

medio basal de fosfatos y el medio Pontecorvo.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 1y en las figuras 15y 16.
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Tabla 1. Resultados del crecimiento de Aspergillus flavipes FP-500

CONTENIDO DE LA CAJA

TRATAMIENTO

CRECIMIENTO

Medio Pontecorvo y Pectina

Control

Todas las colonias crecieron.

Medio Pontecorvo y Pectina

Peréxido 50 mM

Ninguna colonia crecio

Medio Pontecorvo y Pectina

Peréxido 20 mM

Ninguna colonia crecio

Medio Pontecorvo y Pectina

Peréxido 10 mM

Crecimiento en las colonias con concentracién 1x10° esp/mL

Medio Pontecorvo y Pectina

Peréxido 5 mM

Crecimiento solo en las colonias con concentraciones 1x10°y 1x10° esp/mL

Medio Pontecorvo y Pectina

Peréxido 1 mM

Todas las colonias crecieron.

Medio basal de Fosfatos y Pectina

Control

Todas las colonias crecieron.

Medio basal de Fosfatos y Pectina

Peréxido 50 mM

Ninguna colonia crecio

Medio basal de Fosfatos y Pectina

Peréxido 20 mM

Ninguna colonia crecio

Medio basal de Fosfatos y Pectina

Peréxido 10 mM

Crecimiento en las colonias con concentracién 1x10° esp/mL

Medio basal de Fosfatos y Pectina

Peréxido 5 mM

Crecimiento solo en las colonias con concentraciones 1x10°y 1x10° esp/mL

Medio basal de Fosfatos y Pectina

Peréxido 1 mM

Todas las colonias crecieron.

Medio Pontecorvo y Glucosa

Control

Todas las colonias crecieron.

Medio Pontecorvo y Glucosa

Peréxido 50 mM

Ninguna colonia crecio

Medio Pontecorvo y Glucosa

Peréxido 20 mM

Ninguna colonia crecio

Medio Pontecorvo y Glucosa

Peréxido 10 mM

Crecimiento en las colonias con concentraciones 1x10° y dos colonias en 1x10° esp/mL

Medio Pontecorvo y Glucosa

Peréxido 5 mM

Crecimiento solo en las colonias con concentraciones 1x10°y 1x10° esp/mL

Medio Pontecorvo y Glucosa

Peréxido 1 mM

Todas las colonias crecieron.

Medio basal de Fosfatos y Glucosa

Control

Todas las colonias crecieron.

Medio basal de Fosfatos y Glucosa

Peréxido 50 mM

Ninguna colonia crecio

Medio basal de Fosfatos y Glucosa

Peréxido 20 mM

Ninguna colonia crecio

Medio basal de Fosfatos y Glucosa

Peréxido 10 mM

Crecimiento en las colonias con concentraciones 1x10° y dos colonias en 1x10° esp/mL

Medio basal de Fosfatos y Glucosa

Peréxido 5 mM

Crecimiento solo en las colonias con concentraciones 1x10°y 1x10° esp/mL

Medio basal de Fosfatos y Glucosa

Peréxido 1 mM

Todas las colonias crecieron.
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Con base en los resultados experimentales, se observd que no hay diferencia significativa entre el
crecimiento obtenido en medio basal y el medio Pontecorvo, asi mismo, en las fuentes de carbono. El

crecimiento celular es similar en las muestras bajo condiciones control (Figura 15Ay 16 A).

Al utilizar glucosa como fuente de carbono en las concentraciones 50 mM y 20 mM de H,0,, no hubo
crecimiento, es demasiado toxico el medio para que el microorganismo se pueda desarrollar (Figura 15
By 15 C,). Al emplear concentraciones de 10 mM H,0, se presento un bajo crecimiento, Gnicamente se
observo en las concentraciones mas altas de esporas (1x10° y 1x10° esp/mL) (Figura 15 D). En la
concentracion de 5 mM, el crecimiento obtenido es mayor, existidé crecimiento casi en todas las
concentraciones de esporas, a excepcion de 1x10° esp/mL (Figura 15 E). Al adicionar 1mM, el
crecimiento no se vio afectado, incluso se puede decir que es similar al de la muestra control (Figura 15
F).

En las placas con pectina, al adicionar concentraciones de 50 mM y 20 mM de H,0, no se obtuvo
crecimiento (figura 16 B y 16 C). En presencia de 10 mM de H,0,, se encontrd crecimiento Unicamente
en la concentracion mas alta de esporas (1x10° esp/mL) (datos no mostrados). Al emplear 5 mM de
H,0,, el crecimiento aun se observé afectado, obteniéndose solo en las concentraciones de 1x10°
esp/mL y 1x10° esp/mL (Figura 16 D). Existi6 crecimiento en todas las colonias al utilizar 1mM H,0,
(Figura 16 E).

En general al afiadir concentraciones mayores de 5 mM de H,0,, el microorganismo se observo
gravemente dafiado, por lo tanto, para el experimento en medio liquido se recomendo utilizar

concentraciones de 5mM y 1 mM de H,0,.
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Figura 15.- Crecimiento de Aspergillus flavipes FP-500 en placas de medio mineral Pontecorvo con glucosa, con un pH;i4.2, inoculado con 4
diferentes concentraciones de esporas, de izquierda a derecha 1x10° esp/mL, 1x10° esp/mL, 1x10°* esp/mL y 1x10° esp/mL, por triplicado.
Incubado durante 5 dias, a una temperatura de 37 °C. (A) No se adiciono perdxido de hidrogeno, control. (B) Adicién de 50 mM de per6xido de
hidrogeno. (C) Adicién de 20 mM de perdxido de hidrogeno. (D) Adicion de 10 mM de peréxido de hidrogeno. (E) Adicion de 5 mM de peréxido
de hidrogeno. (F) Adiciéon de 1 mM de peréxido de hidrogeno.
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Figura 16.- Crecimiento de Aspergillus flavipes FP-500 en placas de medio mineral Pontecorvo con pectina, con un pH;i4.2, inoculado con 4
diferentes concentraciones de esporas, de izquierda a derecha 1x10° esp/mL, 1x10° esp/mL, 1x10°* esp/mL y 1x10° esp/mL, por triplicado.
Incubado durante 5 dias, a una temperatura de 37 °C. (A) No se adiciono perdxido de hidrogeno, control. (B) Adicién de 50 mM de peroxido de
hidrogeno. (C) Adiciéon de 20 mM de peroéxido de hidrogeno. (D) Adicion de 5 mM de perdxido de hidrogeno. (E) Adicion de 1 mM de peréxido
de hidrogeno.
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Efecto de la menadiona sobre el crecimiento de Aspergillus flavipes FP-500

Se emplearon placas con medio Pontecorvo y pectina, para conocer la concentracion adecuada de
menadiona soluble en agua (2-Metil-1,4-naftoquinona vitamina Ks). Se probaron tres diferentes
concentraciones de este agente y cuatro diferentes concentraciones de esporas

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 2 y en la figura 17.

Tabla 2 Resultados del crecimiento de Aspergillus flavipes FP-500

Contenido de la caja | Tratamiento Crecimiento

Medio Pontecorvo y Control Todas las colonias crecieron.
Pectina

Medio Pontecorvo y 0.5 mM Todas las colonias crecieron.
Pectina Menadiona

Medio Pontecorvo y | 1 mM Menadiona | Todas |as colonias crecieron.

Pectina

Medio Pontecorvo y | 2mM Menadiona | Crecimiento total en las colonias 1x10° y 1x10° esp/mL, asi como

Pectina dos colonias para 1x10* esp/mL y una colonia en 1x10° esp/mL
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Figura 17.- Crecimiento de Aspergillus flavipes FP-500 en placas de medio mineral Pontecorvo con pectin, con un pH;i4.2, inoculado con 4
diferentes concentraciones de esporas, de izquierda a derecha 1x10° esp/mL, 1x10° esp/mL, 1x10* esp/mL y 1x103esp/mL, por triplicado.
Incubado durante 5 dias, a una temperatura de 37 °C. (A) No se adiciono menadiona, control. (B) Adicién de 0.5 mM de menadiona. (C) Adicion
de 1 mM de menadiona. (D) Adicion de 2 mM de menadiona.

El efecto de menadiona en las placas, con concentraciones 0.5 mM y 1 mM, fue minimo, (figural7 By
17C), todas las colonias crecieron. En la muestra adicionada con 2 mM, se obtuvo poco o nulo
crecimiento en las concentraciones mas bajas del microorganismo (1x10* esp/mL y 1x10% esp/mL)
(figura 17 D). Se recomend® utilizar las concentraciones 1 mM y 2mM para los experimentos en medio

liquido.
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3. Determinacion del efecto del estrés oxidativo sobre Aspergillus flavipes FP-500

Utilizando los valores 6ptimos de concentraciones de los agentes oxidantes se procedi6 a probarlas en
medio liquido, realizando una Unica adicion de los oxidantes en diferentes tiempos de crecimiento del
microorganismo (t, y ti6). Las concentraciones que se emplearon fueron: 1 mMy 5 mM de H,0, y 1 mM
y 2 mM de menadiona. Como no existio diferencia entre los medios minerales, en los siguientes
experimentos se empleo Gnicamente medio Pontecorvo. Las actividades pectinoliticas se midieron a lo
largo de la fermentacion (16 hrs,24 hrs,36 hrs,48 hrs y 72 hrs) y la actividad de la catalasa al final (72
hrs).

Crecimiento celular

El crecimiento se observé afectado por el reto oxidativo, al que fueron sometidos los cultivos. Los
cultivos de Aspergillus flavipes FP-500 se ven afectados por el tiempo de adicion, el tipo de agente

oxidante y la concentracion de éste, reflejandose en el escaso crecimiento de la cepa.

Al utilizar ImM de los agentes oxidantes, las muestras tratadas con menadiona presentaron un mayor
efecto del estrés oxidativo que al utilizar H,0,, sobre todo en aquellas muestras afadidas al to. Sin
embargo, se observo un minimo crecimiento en los cultivos tratados con 5 mM H,0,, indistintamente
del tiempo de adicién (figuras 18 y 19); el H,0, en altas concentraciones y en presencia de SOD puede
generar al radical hidroxilo. Las muestras tratadas al to, tuvieron un crecimiento menor que aquellas
tratadas a las 16 hrs (figuras 18 y 19). Al adicionar el agente oxidante a las O hrs, el microorganismo
tiende a un crecimiento mucho més lento, en este lapso, el hongo se encuentra en espora, debe
germinar y responder al estimulo al mismo tiempo, las ERO en concentraciones mayores de 1x10° y
1x10®° M tienden a inhibir la germinacién de las esporas. En cambio a las 16hrs el hongo ya se ha
empezado a desarrollarse como micelio, el efecto del agente oxidante sobre el crecimiento celular es

menor (figuras 18y 19).

El crecimiento méximo fue a las 72 hrs, en el control fue de 4.3 mg peso seco /mL , el cultivo afiadido

con 1 mM H,0; a tys su crecimiento fue de 4.2 mg peso seco/mL, mientras que 1 mM de H,0, a t, fue
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de 2.2 mg peso seco /mL, los cultivos con tratados con menadiona adicionados a las 16 hrs presentaron
un crecimiento de 1.59 mg peso seco /mL 1 mM de menadiona y 0.82 mg peso seco /mL 2 mM de
menadiona; el resto de los cultivos present6 un crecimiento minimo, menor de 0.80 mg peso seco/mL
(figura 18 y 19).

Crecimiento celular
{mg peso secofml)
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0 . . . K
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Figura 18.- Efecto de la adicion de peréxido de hidrogeno y la menadiona a Ty sobre el crecimiento de Aspergillus flavipes FP-500, con pectina

y medio Pontecorvo , incubado a 37 °C, 200 rpmy pH;4.2.
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Figura 19.- Efecto de la adicién de per6xido de hidrogeno y la menadiona a {15 sobre el crecimiento de Aspergillus flavipes FP-5