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INTRODUCC | ON

Desde comienzos de la humanidad, se observan contac-
tos del hombre con algGn producto en el que va involucrada al
guna etapa fermentativa. Asf, se presentan el vino, el vina-

gre, quesos y panes por citar algunos ejemplos.

Estas etapas fermentativas se aceptan como un fenéme

no natural y sin trascendencia, pasando a formar parte de un-

trabajo artesanal o de un nGcleo pequefio de personas que “cul

tivaban” el arte de elaborar algin producto fermentado.

Los microorganismos aparecen a los ojos del hombre -
entre los siglos XVIIlI y XVIIl gracias al paciente trabajo de-
Antonio Van Leeuwenhoek, quien de manera empirica elabora téc
nicas de observacién empleando para ello rGsticos instrumen--
tos de trabajo, bajo la severa mirada de las sociedades cien-

tificas de esa época.

Pese a muchas dificultades, el avance cientffico si-
guibé su marcha apareciendo grandes personalidades que dejaren
una huella imborrable en este campo,tales como Spallanzani, -

Pasteur, Raistrick y Fleming entre otros.

Hoy en dfia, las técnicas microbiolégicas empleadas -
en procesos industriales fermentativos han evolucionado, y -

aunque el campo es amplio aln, los avances de la Quimica, Bio

logfa, Bioquimica e Ingenierfa han ayudado a realizar este

trabajo.en el desarrollo de ésta é&rea.

~



OBJETIVOS.

El primer objetivo de este trabajo es contribuir al-
estudio de dos enzimas con actividad proteolitica ya que és-

tas tienen mGltiples usos en la industria.

El segundo objetivo es el de tratar de cubrir las de
ficiencias que aquejan a nuestra industria en el campo de |a-
Enzimologfa, puesto que la informacién en nuestro Pafs sobre-
este- campo no es abundante. Son pocas las industrias que pro
ducen enzimas y en diversas ocasiones los industriales las -
tienen que importar, siendo la produccién insuficiente en es-

te campo.

El tercero y Gltimo es el de hacer |legar esta infor
macién de una manera sencilla y concreta al estudiante,duran-

te su preparacién.
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GENERAL IDADES

SUBSTANC IAS PECTICAS.

ﬁas substancias pécticas son complejos coloidales -
compuestos por carbohidratos, se presentan junto con otros -
constituyentes como la celulosa en las plantas superiores for
mando parte de la capa intercelular |lamada lamela media. Es-
t& compuesta de &cido polianhidrogalacturénico, los grupos -
carboxilo del &cido pueden estar parcialmente esterificados -
por grupos metoxilo y parcial o totalmente neutral izados por-

una o més bases. | (8, 13, 23 y 29).

La estructura de las substancias pécticas es una ca-
dena formada por &cido galacturénico en forma piranosida, uni

da por enlaces glucosidicos alfa-1, 4. (11 y 13).

ESTRUCTURA DE LAS SUBSTANCIAS PECTICAS.

0
COO0X g

HO OH
00X g

HO 0
CO0X 0

X=H‘CH3 HO OR



Las substancias pécticas se dividen en 4.{28, 13,23,

29£j-como sigue:

Protopectina.- Porcién insoluble de las substancias-
pécticas asociada a la celulosa que por hidrélisis forma pec-

tina o &idos pectinicos.

Acidos Pectinicos.- Son polfimeros coloidades del &ci
do anhidrogalacturénico conteniendo una porcién insignifican-
te de grupos carboxilo esterificado. En condiciones adecua--
das son capaces de formar geles con azfcar y 4cido, o también
con ciertos iones metdlicos cuando su bajo contenido de meto-

xi los es adecuado.

Pectina.- Son &cidos pécticos solubles en agua, su -
contenido de metoxilos varfa asf como su grado de neutraliza-
cién. Son capaces de formar geles con azficar y &cido,bajo -

ciertas condiciones.

ESTRUCTURA DE LA PECTINA.
coox-©

OH
HO N Coox -Q

OH
HO ; Coo O

X= CH3 OH
HO o}



Acidos Pécticos.- Son cadenas de &cido anhidrogalac-

turénico sin esterificar en estado coloidal. Pueden estar =
parcial o totalmente neutralizados formando los |lamados pec-
tatosu

Las substancias pécticas pueden formar dos tipos de-

geles,principalmente: [18 y 13)3 ‘

1) Llos &cidos pécticos y pectfnicos, en ausencia o adicién -
de azGcar, pueden formar un gel cuando se afiade Ca (I11) -
u otros cationes alcalinotérreos a suspensiones de &cido-
péctico fibroso o de &cido pectfinico con un bajo conteni-

do de metoxilos.

2) La pectina forma un gel en presencia de &cido y con canti

dades relativamente altas de azfGcar.

Las pectinas y &cidos pectfnicos altamente metoxi |la-

dos no forman geles con el CaCl2 en soluciones acuosas.

El poder de las pectinas de formar geles depende -
principalmente del tamafio de |a molécula, cualquier pretrata-
miento que tienda a disgregar la cadena de &cido polianhidro-

galacturénico ocasiona una pérdida en el poder gelificador.

&13)\}

\_Cuando el contenido de metoxilos de la pectina dismi
nuye abajo del 3 6 4%, la pectina precipita de la solucién; -

pero es posible formar geles cuando se aumenta el contenido {1
Lo q es5da €u cocchedes no,

p—




de aztGcar a un 65% utilizando pectina con un 3.5% de metoxi--

los. Conforme baja el contenido de metoxilos la fuerza de -

gelificacién es mayor, hasta |legar a un méximo en el 8%.(13)
El pH m&ximo para la formacién del gel utilizando -

pectina con un fndice de esterificacién del 10 al 11% es de -

3.5, y 2.9 para la pectina con 5% de metoxilos. (13)

La formacién de geles utilizando pectina, azfcar y -
4cido se lleva a cabo de la siguiente manera: acordando que-
la pectina es un coloide hidrofflico cargado negativamente y-
estabilizado por una capa de agua que rodea las micelas indi-
viduales, la precipitacién de la pectina como agregados rami-
ficados de micelas d4 el gel, el cual es una estructura reti-
cular en presencia.de azGcar que funciona como agente deshi--
dratante e iones hidrégeno que funcionan reduciendo las car—-
gas negativas de la pectina, permitiendo a la pectina unirse-

en forma' de red de fibras insolubles. (13)

Las peclinas que contienen un grado de esterifica- -
cién mayor del 70% gelifican ré&pidamente y a mayor temperatu-
ra; las que contienen del 50 al 70% gelifican lentamente y a
menor temperatura; y,las que contienen menos del 70% gelifi--
can répidamente y se utilizan en la formacién de geles con ba

Jo contenido de sé6lidos. (23)

La fuerza de gelificacién la determinan los fabrican
tes utilizando diferentes unidades,de acuerdo al método em- -

pleado. Las unidades m&s conocidas son:



Grado de Gelificacién.- Son los gramos de azlGcar -

que puede gelificar un gramo de pectina en forma satisfacto-

ria. (8)

Grado US-SAG.- Cuando el gel se coloca invertido -
sin recipiente, el decremento en la altura se lee como % de -

sag con la ayuda de un micrémetro. (7)

Grado Blomm.- Se utiliza el penetrémetro, el cual -
contiene una plomada de peso determinado que se introduce en-
el gel a una cierta distancia y en un determinado tiempo. La-
fuerza necesaria para introducir la plomada se mide, se obtie
ne la lectura correspondiente a la fuerza de gelificacién, pa

ra lo cual se compara con una serie de patrones. (8)

La cantidad de pectina en el medio puede ser detefml
nada por el método volumétrico del pectato de Ca, o bien, por
gravimetrfa precipitando la pectina con etanol, &cido triclor

roacético con CaC12. (11)

- ESTRUCTURA DEL PECTATO DE -
CALCIO.
o)
coo™
oM 2+
HO ca
coo”
OH
HO o
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Las fuentes de obtencién de |las substancias pécticas
son los cftricos y la manzana principalmente. La pectina y -
los &4cidos pécticos y pectinicos se obtienen hidrolizando la-
protopectina en medio &cido y calentando. Las diferentes -
fracciones se separan por medio de una precipitacién electro-

Iftica, coloidal y por adicién de sales. (23)
usos.

LAlgunos usos de las substancias pécticas son los si-
guientes: en la preparacién de jaleas, gelatinas y mermela--
das; como agente emulsificante en la preparacién de emulsio--
nes de aceites esenciales; en la clarificacién de jugos y be-
bidas fermentadas; en la retencién de la turbidez y homogeni-
dad de jugos como el de tomate y de cftricos; en la prepara--
cién de fibras textiles y pulpa de madera; como dispersante -
de gomas en la preparacién de terapefiticos; en la obtencién -
del &cido d-galacturénico del cual se puede sintetizar el &ci
do 1-ascérbico; y otros usos en diversas industrias como la -

del hule, acero y pinturas. ) (13, 23 ¥y 29)
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ENZIMAS PECTICAS.

LLas enzimas pécticas se pueden clasificar en tres -

categorfas,principalmente: [EIO, AP 17 N2k 28);5

1) Protopectinasas.
2) Pectinasas.

3) Pect;sas.

1) Protopectinasas.- Se les conoce también como pec
tosinasas y propectinasas. Es la enzima que hidroliza la pro
topectina dando pectina soluble, también ataca la substancia-
intercelular con la maceracién resultante del tejido. La- -
existencia de estas enzimas no ha sido firmemente establecida,
sus propiedades son en muchos aspectos similares a la pectina

sa.

2) Pectinasas.- Se les conoce también como poliga--
lacturonasas pectolasas y Pectinpoligalacturonasas. Catali--
zan la hidrélisis de los enlaces glucosidicos de la pectina y
de los &cidos pécticos y pectfnicos, convirtiéndolos en &cido

metil-galacturénico o &cido galacturénico segln sea el caso.

Las pectinasas son producidas por algunos hongos co-

mo el Aspergillus niger, Penicillium expansum, Rhizopus triti

ci, Sclerotinia rofsii, Phytium sp. y Geotricum candidum; por

levaduras como el Saccharomyces fragilis; y por algunas bac-

terias como Erwinia carotovora vy E. chrysanthemi. También se-

encuentra en tomates y zanahorias pero la actividad de estas-

AN
S minima.
e nim A

-
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L(w, 14, 28, 29 y 31)3

La accibén de las pectinasas puede medirse por varios

métodos, entre los cuales est&n los siguientes:

a)

b)

c)

d)

e)

£

Por precipitacién de la pectina o &cido péctico no hidro-
lizado con iones Ca, etanol o C13C-C00H.<?6, 10, 11, 14 y
21).}

Por un aumento en el poder reductor, causado por la libera
cién de grupos aldehido del &cido gelacturénico o uno de-

sus pol fmeros. f?lo, 14, 21);

\

-

Por precipitacién del &cido mGcico, tratando el &cido ga--

lacturénico con &cido nftrico. [(9jx

Por el descenso en la viscosidad de la solucién de pecti-

~

na bajo la accién de la enzima. {(10, 14 vy 21).4
)
Midiendo el descenso en el poder de gelificacién.[@ZR)j

Siguiendo el descenso en la rotacién 6ptica durante la -

hidré6lisis del &cido poligalacturénico.(‘lo, 14 y 21)3
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REACCION DEL ACIDO GALACTURONICO CON HN03.

CH=0 COOH
HC-OH HC-OH
HO-CH : HO-CH
HO—-(:)H +  HNOy ——— Ho_éH
HC-OH HC-OH
cooH : CooH
AC. GALACTURONICO. AC. MUCICO.

Las pectinasas act@an en un rango de pH de 3 a 6 de-
acuerdo a la procedencia de la enzima. Aumenta su actividad-
en presencia de sales alcalinas y en presencia de pectasas. -
Es inhibida por el catién Mg (1) y por protefnas inertes. -
Su temperatura éptima va de 30°C a 50°C, pero se inactiva a -

& 2
75°C. "\ (14,17, 21 y 29).|

L3) Pectasas.- Se les conoce también con los nombres-
de pectinesterasas, pectinmetoxilasas y pectinmetilesterasas.
Cataliza la hidrélisis de los enlaces ester de las substan- -

cias pécticas, obteniéndose metanol y &cido poligalacturénico.

ACCION DE LA PECTASA.

caox_-©

(@
co

+ Hy0 Enz. % CH,0H

HO o

OH
Ho o
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Las pectasas son producidas por plantas superiores -
como la alfalfa, naranjo y tomate; por hongos como Coniophora

cerebella; y por bacterias como Erwinia ap., Xanthomonas cam-

pestris y X. vasculorum. Se encuentran usualmente en conjun-

cién con pectinasagjli(lo, 14, 28, 29 y 31;)

La determinacién de la actividad de las pectasas se-
real iza por varios métodos. (310, 14 y 21)} Como | os que se
mencionan.

a) Por determinacién del metanol generado.
b) Por determinacién de los grupos carboxilo |iberados.

c) Por formacién de geles.

Las pectasas de hongos tienen su pH éptimo en medios
dcidos, alrededor de 5, mientras que las pectasas de las plan-
tas son inactivas a pH de 4.25 y su 6ptimo es alrededor de 8.
Las pectasas son activadas en presencia de N? y Ca, y 50°C no
pierden actividad pero a 62°C se inactivan.-;(14, 1750 200 v =
29).

~

~

usos.

Las enzimas pécticas se usan en la clarificacién de-
bebidas fermentadas como vinos blancos y tintos con alto con-
tenido de taninos. También se utilizan para facilitar la fil
tracién de jugos de frutas con alto contenido de pectina. -

(14, 17 y 21)
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MECANISMO DE ACCION DE LAS PECTINASAS.

L}a hidrélisis del enlace glucosfdico alfa-1,4 de la-
cadena de &cido poligalacturénico se |lleva a cabo en cuatro -
etapas. La enzima contiene en su sitio activo un grupo carbo

xilo y un grupo imidazol ., (36)

ESQUEMA DEL SITIO ACTIVO DE LAS PECTINASAS.

L/////'/_////////////l/////
H  NH, |E=0 H
ch
#
@ 9

[ /T T T T T T T T T T

LLa primera etapa consta de la interaccién del grupo-
carboxilo con el carbono 1 del &4cido galacturénico, simult&--
neamente .interaccioma el oxfgeno del enlace glucosfdico con -

el grupo imidazol ,

///////l//I/////////l///I
NH,, C=0 o

O —mmeeeT —

N

(@)
T
r

///////////////////f/l
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L}a segunda etapa es la ruptura del enlace glucosidi-
co, el carbono 1 de uno de los residuos queda unido al grupo-
carboxilo, el grupo imidazol forma una doble ligadura al per-
der un hidrégeno el cual se une para formar un grupo oxidrio-

en el carbono 4 del otro residuo, quedando éste Gltimo Iibr%h

SEGUNDA ETAPA.

I/IJ/I/IIIIIIIIIIIILIL

H NHy Cc=o0 H
i CooW | |
i : H bH 1
Q H o
H H H \
OH H H
H Ho o
oy OOH

r2
&
~——Zimm
-
N

FTTTTTTTTTTTI [

L}a tercera etapa es la intervenciédn de una molécula-
de agua la cual interacciona simulténeamente con el &cido geg-
lacturénico y con el grupo imidazol, rompiendo el enlace del-

residuo con el grupo carboxi|q;



TERCERA ETAPA.

///////|_L///////////////
I

I
H NHZ }?:0 H
i o)
i COOH \!
: I H
L e
OH H
H o
H ou ~©
H
N
|
u NH2
///////////////////////—
La cuarta y Gltima etapa es la liberacién del resi--—

duo del sitio activo de la enzima, la molécula de agua se des
compone, uniéndose el oxidrilo al carbono 1 del residuo y el-
hidrégeno se une al grupo imidazol, volviendo el sitio activo

de la enzima a su estado iniciall)



CUARTA ETAPA.

//l///l//////////l[/,///l///

H Nl~|2
COOH
(o] o H
/N
H H
H OH
H OH

c=0 H

I

o®

N
EN> NH2

L LTI T T T T I TT

H
LT T T T 77777
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PROTE INAS.

Las protefnas son macromoléculas constitufdas por C,
H, O y N, algunas de ellas contienen adem&s otros elementos -
como el S, P, Fe, Cu y Zn; su peso molecular es elevado. Las-
protefnas estén constitufdas por compuestos orgénicos de bajo
peso molecular, los al fa-amino4cidos, estos compuestos contie
nen por lo menos un grupo carboxilo y un grupo al fa-amino, pe
ro difieren cada uno de ellos en la estructura de sus radica-

les. (20 y 29)
ESTRUCTURA GENERAL DE LOS ALFA-AMINOACIDOS.

4 R-CH-COOH
1

NH,

Veinte diferentes alfa-amino4cidos son comunmente -
encontrados en las protefnas, los cuales son: glicina, alanina,
valina, leucina, isoleucina, serinag, Llreoninam cisteina, me--
tionina asparagina, glutamina, &cido aspértico, &cido glufémi
co, lisina, arginina, fenilalanina, tirosina, prolina, histi-
dina y triptofano. Otros aminoécidos como la hidroxiprolina-
y la hidroxilisina se encuentran en algunas protefnas como la

elastina. (20 y 29).

La mayorfa de estos amino&cidos son obtenidos por la
hidrélisis de protefnas o mediante procesos fermentativos, al

gunos de ellos como la alanina, glicina y metionina son produ
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cidos por sfntesis qufmica. (20 y 29)

En las moléculas protefcas, los amino&cidos estan -
unidos por enlaces amfdicos covalentes |lamados enlaces peptf
dicos, en estos enlaces se elimina una molécula de agua por -
la unién del grupo carboxilo de un amino&cido con el grupo al
fa-amino de otro. Estas macromoléculas |lamadas polipéptidos
pueden contener cientos de amino&cidos. Las proteflnas pueden

estar formadas por una o m&s cadenas de polipéptidos.

ENLACE AMIDICO.

R-CH-CO-HN-CH-R
I I

NH2 COOH

Los diferentes niveles de la estructura protefca se-

definen de la siguiente manera: (20)

Estructura Primaria.- Es la secuencia de amino&acidos
en una cadena |ineal.
Estructura Secundaria.- Es el arreglo helicoidal de

la cadena de amino&cidos la cual presenta puentes de hidrége-

no entre diferentes partes de la molécula.

Estructura Terciaria.- Es el arreglo espacial de la

hélice en forma de protefnas globulares y fibrosas.
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Estructura Cuaternaria.- Es el arreglo espacial de-
las cadenas de polipéptidos de la protefna en relacién uno -

con respecto a los otros.

Las protefnas pueden clasificarse de acuerdo a cua--

tro diferentes criterios:

1) Por su composicién.
11) Funcién Biolégica.
I11) Solubilidad.
IV) Valor Nutritivo.

1) Por su composicidédn las protefnas se pueden clasi-

ficar en dos: (20)

a) Simples.- Son aquel las protefnas que al ser hidro
lizadas se obtienen solamente amino&ci -

dos.

L) Conjugadas.- Son aquellas protefnas que por hidré
lisis no solo se obtienen amino&cidos -
sino también compuestos orgénicos o -
inorgénicos, a esta Gltima porcién de -
la protefna conjugada se le d4 el nom--—
bre de grupo Prostético. Las protefnas
conjugadas se dividen de acuerdo a su -
grupo prostético en: nucleoprotefinas, -
lipoprotefnas, glicoprotefnas, fdsfoprg

tefnas, hemoprotefnas, flavoprotefnas y
metaloprotefnas.
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I1) Por su funcién biol6gica las protefnas pueden ser:

proteinas de transporte, de almacenamiento, de proteccién en-

sangre, contréctiles, enzimas, hormonas y toxinas. (20)
I1l) Por su solubilidad |as protefnas se dividen en -
2: (29)
a) Escleroprotefnas.- Son protefnas fibrosas e inso-

lubles que forman materiales -
estructurales en tejidos anima
les como la queratina en pelo,
lana y ufias; la col&gena en -
piel y tendones; la seda y la-
elasticidad en |igamentos y te

Jidos conectivos.

b) Las protefnas globulares que a su vez se dividen-

en 5:

1) AlbGminas.- Son solubles en agua, coagulan con el
calor, precipitan facilmente con el sulfato de amonio. Entre-

éstas estén la lactoalbGmina y la ovalbGmina.

2) Globulinas.- Insolubles en agua pero solubles en-
soluciones salinas dilufdas, precipitan con el sulfato de amo
nio a saturacién media. Entre &stas estén las protefnas del-
suero de sangre y las protefnas de las semillas de oleagino--

sas.
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3) Prolaminas.- Insolubles en agua y en alcoho!l abso-
luto, pero solubles en alcohol del 70 al 80%. La zeina es -

una de el las.

4) Glutelinas.- Insolubles en agua, en soluciones sa
linas y en alcohol. Son solubles en &cidos y &lcalis fuertes.

La glutelina es un ejemplo de estas protefnas.

5) Histomas.- Contienen gran nGmero de amino&cidos -
b&sicos y son solubles en agua, precipitan f&cilmente con sul

fato de amonio. Forma sales con los &cidos.

IV.— Por su valor nutritivo las protefnas se dividen-

en 2: (3 y 5)

a) Protefnas de alto valor nutritivo.- Son aquellés-
que contienen los ocho amino&cidos esenciales para el hombre-
en cantidad y en proporcién adecuada. Se les |lama amino&ci-
dos escenciales a aquellos aminoécidos que el organismo huma-
no no puede sintetizar y que tienen un papel muy importante -
en la sfntesis de protefnas en el organismo, su carencia ori-
gina estados patolégicos. La siguiente tabla muestra los ami
nodcidos escenciales asf como la cantidad que se requiere in-

gerir de cada uno de ellos diariamente.
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REQUERIMIENTOS DIARIOS DE AMINOACIDOS ESENCIALES.

Isoleucina

Treonina

Aminoé&cidos Cantidad/Dfa (gr).
Fenilalanina ° 202
Metionina 22
Leucina 2.2
Valina 1.6
Lisina 1.6

1.4

1.0

0.5

Triptofano

Las protefnas de alto valor nutritivo son conocidas-
también como protefnas de alto valor biolégico, éste Gltimo -
se define como el % de N absorbido por el organismo para su -
sostén y crecimiento. EIl valor biolégico de las protefnas -
depende de alto grado, de su composicién de amino&cidos esen-
ciales. Estas protefnas se encuentran principalmente en pro-
tefnas de origen animal como el huevo; la leche, la carne y -
algunas mezclas de protefnas de origen vegetal que el iminan -
la carencia de uno o mé&s amino&cidos esenciales al ser mez--
clados en proporciones adecuadas, como en el caso de cereal -

leguminosa.

Es recomendable ingerir un gramo de protefnas por ca
da kilogramo de peso, diariamente, de esta cantidad la terce-

ra parte debe ser protefna de alto valor nutritivo.



25

b) Protefnas de bajo valor nutritivo.- Son aquel | as-
proteinas que no contienen todos los amino&cidos esenciales -
en cantidad y en proporcién adecuada. Estas protefnas se en-
cuentran en alimentos de origen vegetal tales como cereales, -

verduras, legumbres y frutas.

La determinacién cuantitativa de protefnas se |leva-

a cabo por varios métodos. (20, 22, 24 y 37)"

1) Utilizando ninhidrina la cual reacciona con el ni
trégeno del aminoécido terminal cuantitativamente, formando -
compuestos coloridos. Esta reaccién se utiliza en procesos -

de electroforesis y en cromatograffa.

REACCION DE LA NINHIDRINA CON LOS AMINOACIDOS.

o
Il H Il .
I ]
-+ R"C—COOH —_— m
| H
NI HIDR?)NA T \»\\OQ\ 0
N Q HIDRATINA
A 2H20 5 NH3
OH o)
il
= N
X I
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2) La reaccién de Biuret la cual no se lleva a cabo-
con amino&cidos libres, sino solo con péptidos y protefnas. -
Se trata la protefna con Cu (I11) en medio alcalino dado un -
complejo de color pGrpura, que puede ser medido cuantitativa-

mente en un espectrofotémetro.

REACCION DE BIURET.

o2 ¥

H r] 5 C
: goee ok vl
R- (;*COOH &Saoi- NN} Cx.( NH
OH
c——N N———C
Mo H H j

3) El método de Kjeldahl, consiste en determinar el-
nitrégeno protefco como amoniaco, para lo cual se destruye la
materia orgénica en medio &cido y calentando, después se neu-
traliza el medio y se destila el amoniaco el cual se recoge -
en una solucién &cida para formar la sal correspondiente, y -

por Gltimo se titula el exceso de &cido con una base. (2)
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REACCIONES DEL METODO KJELDAHL.

R—?H-CO-HN-?H-R + sto4 —= (NH )2504 + CO +H 50

NH2 COOH

—_— -+ =
(NH )2504 +  2NaOH Na,S0, 2NH, 2H,0

NH + HC'(ac.) — NH4CI(ac.)

La cantidad de amino&cidos individualmente puede -
cuantificarse, para lo cual la protefna es comp letamente hl——
drolizada. La hidrélisis se lleva a cabo calentando la pro--
tefna con un exceso de HCI 6N, de 100 a 120°C y de 10 a 24 ho
ras. Con esta hidrélisis se destruye el triptofano, si se -
quiere determinar la hidrélisis se lleva a cabo en medio alca

lino.

Los métodos m&s utilizados en la cuantificacién de -
aminodcidos son la cromatograffa en papel, en placa fina, de-
intercambio iénico, electroforesis y por un método automético

utilizando un aparato |lamado analizador de amino&cidos. (20)
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ENZ IMAS PROTEOQOLITICAS.

éas enzimas proteolfticas o proteasas son aquellas -
que catalizan la hidrélisis de los enlaces amidicos de las -
protefnas. Se pueden clasificar conforme a tres diferentes -

criterios: (15, 16 y 31)

1) Por su origen.
I1) Por naturaleza qufmica de su sitio activo.

111) Por el sitio donde actGan.

. . .

1) Las enzimas por su origen son: papaina, -
bromelina y ficina de plantas; tripsina y quimotripsina del -
pancreas; pepsina y renina del estémago y enzimas microbianas

producidas por hongos y bacterias.

1) Por la naturaleza quimica de su sitio activo las-

proteasas se pueden dividir en cuatro:

a) Las serina proteasas.- Contienen un grupo seril -
en el sitio activo. Estas enzimas son fuertemente inhibidas-
por el diisopropilfosfofluorhidrato (DFP), el cual reacciona-
con los grupos hidréxido en un residuo seril especffico. To--
das estas enzimas son endopeptidasas. La tripsina, quimotrip

sina, elastasa y subtilisina pertenecen a este grupo.

b) Las sulfidril proteasas.- Su actividad depende de
la presencia de uno o més grupos sul fidrilos en el sitio acti

vo. Los agentes oxidantes, alquilatantes y metales pasados -
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inhiben su accién ya que se unen a los grupos tiol. Son acti
vadas en presencia de &cido ascérbico, cistefna y. glutatién.-
Este grupo incluye a la papafna, bromelina, ficina y algunas-

proteasas microbianas.

c) Las metaloproteasas.- Su actividad depende de la-
presencia de un metal, generalmente en una relacién estequio~
métrica con la molécula protefca. Estos metales pueden ser -
Mg, Zn, Co, Fe, Hg, Cd, Cu, Ca o Ni. Estas enzimas son fuer-
temente inhibidas por cianuros y metales venenosos. FEn este-
grupo se encuentran la carboxipeptidasa A, algunas aminopepti

dasas y algunas proteasas bacterianas.

d) Las proteasas &cidas.- Presentan dos grupos carbo
xilo en el sitio activo. Son inhibidas por el p-bromofenaci |
bromuro o por agente diazo. Estas enzimas actGan en un pH ba
Jo en un rango 2 a 4. A este grupo pertenecen la pepsina y -

muchas de las enzimas producidas por hongos como el Aspergi--

Ilus niger.

I11) Por el sitio donde actfian las proteasas estas se-

dividen en 2:

a) Exopeptidasas.- Son aquellas enzimas que atacan-
los amino&cidos terminales de la cadena, hidrolizando el enla
ce amfdico. Los amino&cidos terminales presentan uno o més -
grupos polares libres, tales como grupos carboxilo o alfa-amji

no los cuales son necesarios para la accién de estas enzimas.
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b) Endopeptidasas.- Hidrolizan los enlaces peptfdi-
cos en el interior de la cadena aunque los amino&cidos no con
tengan grupos polares Iibres.J

Los métodos empleados en la estimacién de la accién-
de las proteasas, depende de la estimacién de los grupos alfa
amino o carboxilo liberados. Estos son equivalentes excepto-
cuando el N imino de la prolina o de la hidroxiprolina forma-
parte del enlace peptfdico. Los grupos carboxilo se determi-

nan con una titulacién empleando potasa alcohélica.ﬂ'
DETERMINACION DE LOS GRUPOS CARBOXILO LIBRES.

R-CH-COOH + KOH —— R-CH-COOK ot H, 0
I I

NH2 : NH2

Los grupos alfa-amino se determinan titulando con -

HCI diluido en acetona.
DETERMINACION DE LOS GRUPOS ALFA-AMINO LIBRES.

R-CH-C00~ + HCl —— R—CHz-COO- + NH4CI
I

N+
iy

También se puede determinar la accién de las protea-
sas, cuantificando la cantidad de amino&cidos |iberados por -
medio de reacciones coloridas empleando ninhidrina, o bien, -

por medio de cromatograffa.
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Las proteasas se utilizan en la tenderizacién de la-
carne, en el proceso cervecero, en la preparacién de hidrolj-
zados proteicos, en la fabricacién de quesos, en la industria
panadera para modificar la fuerza del gluten del trigo, para-
prevenir la gelatinizacién de los condensados solubles de pes
cado, en la maduracién de quesos y carnes, en la preparacién-
de alimentos orientales, en detergentes, en el curtido de pie

les y en la preparacién de medicamentos. (15, 16, 29 y 31)
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MECANISMO DE ACCION DE LAS PROTESAS ACIDAS.

La hidr6lisis del enlace peptfdico de la protefna se
lleva a cabo en cuatro etapas. La enzima contiene en su si--

tio activo dos grupos carboxilo. (12 y 36)

ESQUEMA DEL SITIO ACTIVO DE LAS PROTEASAS ACIDAS.

o)
Z1 R
/- C—OH |
/| Q=
7 |
; H N
Ac=o0 I
y R'
/ OoH

La primera etapa consta de la interaccién, tanto del
grupo carboxilo como del grupo alfa-amino del enlace peptfidi-
co, con cada uno de los grupos carboxilo en el sitio activo -

por medio de puentes de hidrégeno.

PRIMERA ETAPA DE LA HIDROLISIS.

: i
- ¢c—0OH--. 0= C

SN N } NS N oSS NN
(¢
1]
(o
r
|
0—2
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La segunda etapa es la intervencién de una molécula-

de agua, interacionando uno de los hidrégenos con el grupo al

fa-amino y el oxidrilo con el grupo carboxilo del enlace pep-

tfdico.

SEGUNDA ETAPA DE LA HIDROLISIS.

o R
AN n
f/~C-OH---0 =¢_
A %
A ‘.“ gH
/ ~p==rr 0
/ e H®
/ L
4/ et
N~ G=0 ----H _N—"
1 1 ; |
4 OH R!

La tercera etapa de hidrélisis consta de la unién -

del i6n hidrégeno al grupo alfa-amino y el ié6n oxidrilo al

grupo carboxi lo,

rompiéndose el enlace peptfdico.

TERCER ETAPA DE LA HIDROLISIS.

/
4
4
4
/

A

A

A

A

1 5% ' |
/A
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La cuarta y Gltima etapa consta de la ruptura de los
puentes de hidrégeno que interaccionaban tanto con el grupo -
alfa-amino como con el grupo carboxilo con los dos grupos car
boxilo en el sitio activo de la enzima, quedando libres los -

dos residuos de la protefna hidrolizada.

CUARTA ETAPA DE LA HIDROLISIS.

1o R
/

/

/A

/

A

/"I'-=° H-N-H
A I

OH
y R'
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ASPERGILLUS NIGER.

{La designacién de Aspergillus niger es comunmente -

utilizada para agrupar a una gran cantidad de Aspergillus que
difieren en detalles morfolégicos, pero que tienen en comGn -
ia produccién de cabezas conidiales de color negro, café-ne--
gruzco, café-pGrpura o en algunas cadenas son de color més |i

gero, pero conservan la apariencia general del grupo. | (27 vy

IN

34)

CARACTERISTICAS.

.- Sin6bnimo: Sterigmatocystsis nigra.

Colonias de crecimiento répido con abundante micelio
sumergido, incoloro, en algunas colonias con un color ligera-
mente amarillo en la hifa y en el substrato; con hifa aerea -
escasamente producida, pero abundante en ciertas cadenas vie-
Jjas. Las cabezas conidiales son de color fusco, café-negruz-
co, café-plGrpura o negro carbén, variando en intensidad de -
acuerdo a la materia colorante producida. Las conidias son -
tipicamente globulares o radiales, comunmente mayores de 300,
500 y ocasionalmente de 1000 micras de diémetro, con divisio-
nes periféricas en las columnas radiales de las conidias; las
cabezas pequefias, m&s o menos columnares que consisten de po-
cas cadenas conidiales, a menudo nacen como hifas rastreras o

conidiéforos cortos cerca del substrato.! -
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La mayorfa de los conidiéforos crecen directamente -
del substrato, son incoloros, amarillos o cafés cerca de la -
vesfcula solamente; son lisos, con paredes gruesas, frecuente
mente irregulares en la superficie interior y se dividen lon-
gitudinalmente en tiras cuando se rompen. Son unseptados, Pe
ro algunas veces presentan una septa delgada, variando consi-
derablemente en longitud y en diémetro en las diferentes cade
nas, en colonias en diferentes medios y alin en secciones de -

la misma colonia. Los conidiéforos de las cadenas varfan de -

200 a 400 micras de longitud por 7 a 10 micras de di&metro,
por formas que van de algunos mm de longitud por 20 o m&s mi-

cras de diémetro.

Las vesfculas son globulares o subglobulares, de pa-
redes gruesas, de 20 a 50 micras y en algunas cadenas arriba-

de 100 micras de didmetro, son incoloras o café-amarillentas.

La esterigmata se presenta en una serie de cadenas -
J6venes y en cabezas pequeias, pero tipicamente se presenta -
en dos seris incoloras ocasionalmente, usualmente de color -
intenso |legando al color negro carbén. La esterigmata prima
ria, la cual cubre la vesfcula, varfa en tamafio en la misma -
colonia, va de 20 a 30 micras de longitud por 6 a 8 micras de
didmetro. La esterigmata secundaria es mé&s uniforme, va de 6
a 10 micras de largo por 2 a 3 micras de di&metro. Ambas se-

ries van de color café hasta el negro.

La conidia globular cuando ha madurado, es al princi

pio de paredes lisas y de color café, cambia presentando pare
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des rugosas o espinulosas, con substancia colorante deposita-

da en el exterior de la pared primaria y en el interior de -

la secundaria, en forma de barras, bandas o tubérculos, con -

un di&metro de 2.5 a 4 micras y algunas veces arriba de 5 mi-

cras. (34)

CLASIFICACION.

Reino.- Vegetal.

Divisién.~ Thal lophyta.

Subdivisién.- Deutoromucotina.
Orden.- Moniliales.
Familia.- Moniliaceae.

Género.- Aspergillus.

Grupo.- Aspergillus niger. (35)

El Aspergillus niger

puede aprovechar fuentes de -

nitr6geno orgénicas e inorgénicas. Uno de los medios m&s uti-

lizados para aislarlo es el de ”Raulin Agar Neutral”

1

pero es

te medio no es especifico, ya que pueden crecer en &l hongos-

de género Penicillium.

COMPOSICION DEL MEDIO DE RAULIN AGAR NEUTRAL.

Agua Destilada
Sacarosa

Acido Tartérico

Mg
NH

CO3
4NO

3

100

50.
0.

0

)
P

00
40

- 25.

50

CC.
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0.40 .
KZCO3 4 gr
HPO 0,40 %
(NH4)2 4 4
020
(NH4)2504
Fe504 crist. 0.05 ~
ZnSO4 0.05 ~
Agar 20.00 ~

Se esteriliza a 120°C por 20 minutos. (34)
IMPORTANC IA.

’LEI Aspergillus niger es quiz&s el m&s comGn de todos

los representantes del género, se encuentra ampliamente dis—-
tribuido y ocurre en una gran variedad de substratos incluyen
do granos, productos forrageros, frutos y vegetales podridos,
en fibras y tejidos de algodén, cuero, productos l&cteos y -
otros substratos ricos en protefnas. Son abundantes en todos

los suelos, sobre todo en las &reas tropicales y subtropica--

les., [ (34))

El Aspergillus niger es el hongo m&s empleado en la

industria que cualquier otro hongo, en procesos fermentativos
produce gran cantidad de compuestos, principalmente &cidos -

como el gélico, cfitrico, fumérico, glucénico y oxélico. Tam--
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_bién se le puede considerar productor de grasas, puesto que -

el micelio contiene gran cantidad de éstos compuestos.[327 y

34))

Este hongo se caracteriza por la produccién de una -

gran variedad de enzimas entre los cuales tenemos las siguien

tes:{ﬁ27ix

Ami lasa Lipasa
Celobiasa Mal tasa
Celulasa Melicitasa
Cuajo Nucleasa
Emulsina ) Pectinasa
Gencianasa Proteasa
Genciobiasa : Rafinasa
Glucosidasa . Tanasa
Inulasa Trehal asa
Invertasa Zimasa

kLl Aspergillus niger ha sido satisfactoriamente em-—

pleado como un organismo de ensayo para determinar la defi- -
ciencia de minerales en suelos, particularmente deficiencias-
en P y K. Causa enmohecimiento en las superficies de maderas
y en tejidos de algodén. Es usado para determinar la resis--
tencia de pinturas de aceite, también para determinar la re--

sistencia de tejidos y fibras de algodén al enmohecimiento. -

[( 34):3
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PATOLOGIA.

Variedades del Aspergillus niger son comunemnte ais-

ladas del ofdo externo del hombre, causan la Sterigmatocystis
aclstica de Cramer. Otras variedades causan la Otomycosis. -
Un desarrollo intensivo de algunas de estas variedades causan
infeccién en los pulmones, produciendo una pseudotuberculosis
que puede persistir por largos perfodos de tiempo, sin que -

cause la muerte ni el completo recuperamiento del paciente.

Las esporas de este hongo se encuentran comunmente -
en el aire y pueden f4cilmente introducirse en el tracto di--

gestivo, causando en algunas ocasiones reacciones alérgicas.-

2 ' A~ i N
\(3423 /;’\4,: 1Q) MetTods ¢

PRODUCCION DE PECTINASAS POR ASPERGILLUS NIGER.

Estudios real izados en la Universidad de Jadavpur, -
India sobre la produccién de pectinasas producidas por el -
Aspergillus - niger JU, reportan las condiciones éptimas para
la obtencién de estas enzimas. (1, 25 y 38)

Se trabajé con matraces de 100 ml los cuales conte—-
nfan 30 ml de medio. La actividad de la pectinasa producida-
fue determinada por medio del descenso en la viscosidad. Las-
variables estudiadas fueron pH, tiempo de incubacién, tempera
rura, fuente de carbono, fuente de nitrégeno y la relacién -

C/N en el medio.
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Las condiciones de cultivo éptimas fueron para la -

produccién de pectinasas por el Aspergillus niger JU las si

guientes: pH 4.5, durante un perfodo de incubacién de 7 dfas,
a una temperatura de 30°C, inoculando con una suspensién de -

esporas conteniendo 5 x 103 esporas en 30 ml de medio.

El proceso con agitacién fue superior al proceso -
estacionario dando un mayor rendimiento de énzima en un perfio
do més corto, esto indica que una adecuada aereacién es esen-
cial para el 6ptimo rendimiento de enzima. Estudios sobre el
efecto de las fuentes de carbono sobre la produccién de pecti
nasas por este hongo, indican que la pectina a un nivel del-
4% da un méximo rendimientq en la produccién de pectinasas. -

(1, 25 y 38)

Entre las fuentes de nitrégeno inorgénico el NH4N03—
dé el 6ptimo rendimiento en un perfodo de incubacién de 7 -
dfas; mientras que el mé&ximo rendimiento de estas enzimas fue
obtenido con peptona como fuente de nitrégeno en el sexto dfa
’ﬂg_iﬂgggggjén. Las fuentes de N orgénico fueron superiores -
a las de N inorgénico, dando un m&ximo rendimiento de pectinag

sas. (25)

El nivel de pectinasas durante la fermentacién alcan
z6 su nivel mé&ximo cuando la relacién C/N en el medio fue de-
10. El medio que permitié el maximo desarrollo del micelio -
no dié necesariamente el 6ptimo rendimiento de pectinasas. -

(25)
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Una endopoligalacturonasa fue aislada del Aspergi- -
llus niger, tenfa un pH éptimo de 4.0 a 4.2, degradando el -
&cido péctico répidamente del 30 al 40%, y después su accibn-
disminufa hasta detenerse totalmente cuando habfa hidrolizado
el 60% del 4&cido, los productos finales fueron &cidos mono y-

digalacturénicos. (29)

Dos diferentes exopoligalacturonasas fueron aisladas

del micelio del Aspergillus niger. La PG | fue activada por-

iones Hg, teniendo un pH éptimo de 4.4 a 4.6, hidrolizando -
comp letamente el &cido péctico a &cido monogalacturénico. La
PG Il tenfa un pH 6ptimo de 5.0 a 5.1, esta enzima es inacti-
va en presencia de pectina, degrada el &cido péctico hasta un
28%. Acidos di y trigalacturénicos fueron hidrolizados por -

ambas enzimas. (29)



43

PRODUCCION DE PROTEASAS POR ASPERGILLUS NIGER.

Las proteasas &cidas microbianas han sido aisladas =

del Aspergillus oryzae, Asp. saitoi, Paecilomyces variote, -

Trametes sanguinea y la |lamada ”“Bacteria Butirica”. Estas -

enzimas digieren en forma satisfactoria la casefna, producien
do una gran cantidad de amino&cidos libres. Su pH éptimo va-
rfa de 2.5 a 3.0, y su temperatura 6ptima cae en el rango de-

55 a 60°C. (18 y 32)

Dos diferentes enzimas proteolfitcas, tentativamente-
| lamadas proteasas 4cidas A y B, fueron aisladas del polvo de
enzima crudo del filtrado del medio de cultivo con Aspergi- -
llus niger var. macrosporus. El polvo de enzima crudo fue -
purificado en una columna de cromatograffa, las enzimas fue--
ron aisladas por medio de electroferesis, mostrando un solo -
pico individualmente. La proteasa 4cida B es similar a otras
proteasas &cidas producidas por hongos, su pH éptimo es de -
2.6 y su temperatura 6ptima es de 55°C; bajo estas condicio--
nes la enzima digiere la casefna en forma satisfactoria, cuan
do ésta es incubada a un pH de 2.6, produciendo gran cantidad

de aminoécidos libres. (18 y 32)

La proteasa &cida A es una nueva enzima proteolftica,
su pH éptimo es aproximadamente de 2.0, y su temperatura 6pti
ma fue de 60 a 70°C para digerir la casefna, cuando ésta fue-
incubada a pH de 2.6 6 1.5. La actividad de esta enzima para
la obtencién de amino&cidos libres es menor que la de la pro-

teasa acida B. (18 y 32)
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FERMENTACION.

Las fermentaciones son procesos metabélicos |levados
a cabo por microorganismos, los cuales actGan sobre ciertos -
substratos produciendo compuestos de importancia para el hom-
bre. Entre las mds antiguas conocidas por la humanidad esté&n
la alcohblica en la elaboracién de vinos, la acética en vina-
gres y la l&ctica en la obtencién de leches fermentadas como-
el yoghurt, el jocoque y el kefir. Mediante procesos fermen-
tativos se obtienen también &cidos orgénicos, enzimas, anti--

biéticos y amino&cidos. (27)

Los microorganismos que llevan a cabo la fermen
tacién son seleccionados en medios de cultivo especfificos, -
generalmente medios sé6lidos, los cuales contienen todos los -
elementos indispensables para su crecimiento. El substrato -
sobre el que actlGan, se disefia de acuerdo a sus requerimien--

tos y al productos que se desea obtener.
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1.- DISENO DEL MEDIO DE CULTIVO.

La presencia de nutrientes adecuados para el creci--
miento y desarrollo del microorganismo se considera de gran -
importancia, en vista de la diversidad de necesidades, ya sea
la sfntesis de factores esenciales para su actividad vital, -
la evaluacién de un determinado parémetro en medios cientfifi-
cos y de investigacién o bien la resolucién de problemas espe

cfficos vinculados con la microbiologfa industrial.

No obstante, se requiere de un medio bé&sico formado-
por un complejo de materias escenciales como son agua, fuen--
tes de carbono y energfa, de nitrégeno y de elementos minera-
les asf como de los medios Gtiles para proveer al medio dé hi

drégeno y oxfgeno.
1.1 Las materias primas.

La seleccién de las materias primas empleadas en el-
medio de cultivo debe de observarse con suma precaucién, to--
mando en cuenta factores de importancia capital como son el -
costo de éstas asf como la disponibilidad en el mercado. EI -
costo de una materia prima se ver& influido de manera directa
por el rendjmiento de ésta en un determinado proceso, la mag-
nitud o volumen empleado. Asimismo, la disponibilidad de la-
materia prima b&sica ser& en funcién a su limitacién en el -

mercado mundial, la fuente de obtencién, ya sea elaborandose-
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en industrias del pafs o bien, como materias de importacidn, -
lo cual repercutir&d de manera relevante en la inversién del -

proyecto.
1.2 Fuentes de energfa.

El catabolismo de sustratos orgénicos, asf como de -
azlicares, es caracterfstico de organismos heterétrofos consi-
deré&ndose elementos escenciales para procurarse l|las fuentes -

de energfa adecuadas.

El hongo obtiene su energfa escencialmente de com- -
puestos carbohidratados. En la ruptura completa de un carbo-
hidrato a 002 y HZO’ se libera una cantidad relativamente al-

ta de energfa.
1.3 Fuentes de carbono.

La sfntesis del material celular efectuada gracias a
la presencia de carbono en el medio de cultivo. Los microor-
ganismos heterotréficos satisfacen la mayor parte de sus nece
sidades de carbono, mediante la incorporacién de los metabol.i
tos que se producen en la degradacién de las substancias orgé

nicas que les proporciona la energfa que precisan.
1.4 Fuentes de nitrégeno.

La utilizacién de fuentes de nitrégeno por el micro-

organismo son asimismo, de gran importancia en la elaboracién
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del medio de cultivo. Estas fuentes pueden ser proporciona--—
das por una gran diversidad de compuestos; protefnas, amino&-
cidos, peptonas, urea o bien, sales inorgdnicas como es el -

caso de las sales de amonio.
1.5 Fuentes de minerales y agua.

El agua se considera escencial en 1a funcién enzimé-
tica de las protefnas. La distribucién de materiales orgéni-
cos e inorgénicos en la célula, la hacen insustituible en el-

metabol i smo.

Membranas semipermeables regulan la toma de agua y -
de iones por el hongo. La concentracién iénica del Jugo celu
lar es generalmente m&s alta que la del medio externo. Por-
osmosis el agua difunde al interior de la célula hasta que -
la presién que produzca la turgencia de la célula y la pre- -
sién externa sean iguales o bien, hasta que la concentracién-

tanto dentro como fuera de la célula sean iguales.

lones orgénicos y otras substancias de peso molecu--
lar bajo pueden entrar a la célula por difusién pasiva, pero-
més lentamente que el agua. Mediante mecanismos de transpor-
te activo, el microorganismo puede acelerar el proceso. Con-
objeto de que el hongo lleve a cabo sus funciones estructura-
les y fisiol6gicas, es necesaria la presencia de substancias-
denominadas probiéticos, contenidas siempre en muy pequefias -
Proporciones con respecto a fuentes de carbono, energfa o de-

nitrégeno, como son oxfgeno, hidr6geno, fésforo, aztGfre, pota
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sio, calcio, magnesio, sodio, cloro, ademas de elementos que-
tienen papeles importantes en el metabolismo, como constitu-—
yentes de enzimas o coenzimas entre los que se incluyen manga

neso, cobre, zinc, molibdeno, cobalto y boro.
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Il. Calculos.
Il.1. Disefio de!l Medio.

El medio apropiado para hongos se conoce con el nom-

bre de Green & Gray, que presenta la siguiente composicién:

Elemento % en base seca en 100g célula
C 50.00 50.00
Ha 10.00 10.00
05 20.00 20.00
Ny . 10.00 10.00
P 0.50 0.50

0.94 0.94

0.35 0.35
Mg 0.10 0.10
Mn 0.0036 0.0036
Fe 0.0041 0.0041
Ca 0.6120 0.6120

a) Fuente de energfa:

El microorganismo requiere de energfa dada por el -
ATP, que es formado a partir de ADP durante la oxidacién de -

los carbohidratos a CO02 en la glicélisis y ciclo de Krebs,
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+ R
C H,. O 6 02 H

6112% O+ CO2 + 38 ATP

2

Esta fermentacién que sufren glucosa y fructosa, los
azGcares fermentables producen 38 ATP por mol de azGcar (180g).
Cada ATP producido proporciona la energfa suficiente para ob-

tener 6g de células:

1VATRPN===== 6g célula
X ATP ——_ 1g célula

X: 0.166ATP/g de célula

180g azticar ---- 38 ATP
X g azGéar ---- 0.16 ATP
0.784

X: 0.746 g de aztGcar.

b) Fuente de carbono:

Ademés de la fuente de energfa, el microorganismo ne
cesita de la fuente de carbono, la cual proporciona los carbo
hidratos. Este carbono representa el 50% en base seca del -

hongo; un gramo tendr& 0.5g de carbén.

180g azlcar ---- 72g carbono

X g azGcar ---- 72g carbono
0.9
X: 1.25g de azGcar/g de célula
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Para producir 1g de célula se necesitan 0.74g de -
azlicar como fuente de energfa y 1.25g de azficar como fuente -
de carbono, es decir, el requerimiento para producir 1g de cé

lula es de 1.996. Ya que se desean obtener 25g de célula:
1.996g azGcar ---- 1g célula
X g azlGcar ---- 1y célula
©)
»\f)

X: 50g de azGcar/L de medio

c) Fuente de nitrégeno:

100g célula ---- 10g Nitrégeno

25g célula ---- 10g Nitrégeno
0.05

X: 2.5g de Nitré6geno 54

V. )

El nitrégeno es adicionado en forma de peptona de -

carne:

Mediente la determinacién del contenido de nitrégeno
por el método de Kjeldahl, tenemos que la peptona de carne -
contiene 0.81g de Nitrégeno/g de peptona, lo cual corresponde

a 5.06% de protefnas, de donde:
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19 peptona ---- 0.81g de Nitrégeno
Xg peptona ---- 2.5g de Nitrégeno
X: 3.086g de peptona/L &e medio

d) Fuente de minerales:

d.1.) Fésforo:

100g célula ---- 0.5g de Fésforo
25g célula —-——- Xg de Fésforo

X: 0.125g de Fésforo
La adicién de Fésforo es mediante Ca3 (P04)2:

310 g de Cag (P04)2 ---- 62g de Fésforo
X g de Ca3 (P04)2 ---- 0.125g de Fésforo

X: 0.625g de Cay (PO4)2/L de medio
d.2.) Potasio:

100g célula ---- 0.94g de Potasio

25g célula ---- 0.94g jﬁ;Potasio

X: 0.235g.de Potasio
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La sal empleada como KCL:
74.59 de KC1 ---- 39g de Potasio

X g de KC1 ---- 0.235g de Potasio

0.45g de KC1/L de medio
d.3.) Calcio

El porcentaje de calcio requerido es superado median

te la adicién de Ca3 (PO4)2.

d.4.) Magnesio

100g célula ---- 0.1g de Magnesio

25g célula —---- 0)(9 de’ Magnesio

X: 0.025g de Magnesio
Adicionado como MgS0Oy:

120g de MgSO4 ---- 24g de Magnesio
X g de MgSO4 ---- 0.0125g de Magnesio

X: 0.125g de MgSO4/L de medio
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d.5.) Fierro

100g de célula —-—- 0.0041g de Fierro
25g de célula ---- X g de Fierro

X: 0.0102g de Fierro
Fierro incorporado como FeSO4:

152g de FeSO4 --—- 56g de Fierro
X g de Fe504 ---- 0.0102g de Fierro

X: 0.0276 g de FeSO4/L de medio
d.6.) Manganeso:

100g célula —--- 0.003649 de Manganeso
25g célula ———- X g de Manganeso

X: 0.00091g de Manganeso
Manganeso como MnSO4:

151g de MnSO4 ---- 55g de Manganeso
X g de MnSO4 ---- X g de Manganeso

X: 0.0025g de MnSO4/L de medio
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d.7.) Azufre

Mediante la adicién de azufre como sulfato en el re-
querimiento de Magnesio, Fierro y Manganeso se supera el por-
centaje requerido quedando cubiertas asf las necesidades de -

sales minerales del medio de cultivo.



A continuacibén se enlistan
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los requerimientos del medio de

cultivo a manera de cuadro resumen:
Nutrientes Compuesto Cantidad/L
de medio
Fuente de carbono y de
energfa: C6H1206 50.000 g

Fuente de Nitrégeno:

Peptona de carne . 3.0860 g

Fuente de sales minerales:

Fé6sforo

Potasio

Calcio

Magnesio

Fierro

Manganeso :

Azufre

c¥3 (POy), 0.6250 g
kc! 0.4500 g
ca3(P0y), B

M9S0, 0.1250g
Feso, 0.0276g
MNS04 0.0025g
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~11.2.- Preparacién de la solucién reguladora.

Se denomina accién reguladora a la propiedad que tie
nen algunas soluciones de mantener pré&cticamente constante su
concentracién del i6n hidrégeno, aGn cuando se les agregue ba

se o 4cido en pequefia proporcién.

Las soluciones reguladoras contieneh comunmente una-

mezcla de un &cido o una base débil y una de sus sales.

Para comprender el efecto de la solucién regul adora,
se puede considerar el equilibrio entre un &cido débil y una-

de sus sales. La disociacién de un 4cido débil, HA, es dada-

por:

Hhfeee——sl H t ¢ A

Y su disociacién depende de la concentracién y de la

constante de disociaciénKy:

Ky _ 1A (1)
IHAI
de donde:
+
IHT _ IHAI L (11)

1A71
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Este equilibrio tiene lugar en la mezcla de un &cido,

HA, y una sal del mismo, por ejemplo, MA.

Si la concentracién del &cido es C;, y la de la sal -

Cs, la concentracién del 4cido sin disociar es:
IHAl = ¢ - IH* (rir)

Como la sal se encuentra totalmente ionizada, la con
centracién del anién (comtGn al &ido y a la sal) seré igual a
la del &cido ionizado m&s de la de la sal, que es pré&cticamen
te igual a la concentracién del i6n hidrégeno, ya que en una-
aproximacibén se puede despreciar la disociacién electrolf{tica

del agua:

Wl=cg + Intl (r1er)

Sustituyendo estos valores en (11):

o _ +
I+l _ ca IH*I K, (1)
Cg = 6"

Esta es una ecuacién de segundo grado en H, resolu--
ble en forma corriente. Sin embargo, se puede simplificar -
recordando que en una mezcla de un &cido débil y una sal del-
mismo, la disociacién del &cido disminuye por efecto del i6n-
comGn, y Ht se puede despreciar con respecto a C; y a Cg, de

donde (111) se reduce a:
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&
+] _ a
IH*l = o x K
de donde:
W+ = lAcidol xh kS
Isall

para obtener asf:

Isall
lacidol

pH = pK + log

El empleo de soluciones reguladoras en fermentacio--
nes de tipo aerobio es en la actualidad de gran utilidad, ya-
que permite impartir al medio una de las condiciones bajo las

cuales el microorganismo observara un desarrollo 6ptimo: pH.

Con objeto de efectuar la fermentacién bajo condicio
nes adecuadas, se emplea una solucién reguladora de acetatos,
formada por un 4cido débil y su sal, acido acético y acetato-
de sodio; solucién que proporciona un pH que varfa en el ran-

go de 4.5 y 5.0

Para fines del célculo de la solucién regul adora, -

se recurre a los conocimientos previamente expuestos:

pH inicial: 5.0 pK Ac. Acético: 4.7
pH final: 4.5 Acidez: 0.007



Condiciones iniciales.

De (V);
5.0 = 4.7 + log gl
Ay
0.3 =Wlag oile o
Ay
2.8 = "1 ; 20 Ay =B
1
At
Condiciones finales.
B
4.5 = 4.7 + log —2
L
A2
0.2 = log Ay
B2
L= 02 5L ol b
' B, g
Al equilibrio:
Ay + B = Ay + B,

Sustituyendo (vViI) y (Vil):

A1 + 2 A1 = A2 + 0.66 A2

3 A1 = 1.66 A2

62

(vi)

(vir)
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_ 1.66 _ E
Al = Ay i Ay = 0.55 A,
3‘
3
A, = A, ; A = 1.8 A
2 1.66 L .
Sustituyendo en (1177)
_ =
AZ = A1 + IH |
Acidez: 0.007
Ay = A+ [0.007])
1.8 A = A+ [0.007)
0.8 A, = 0.007 A 0.007
0.8
A, = 0.0087

Convirtiendo ésta Gltima expresién en unidades de -

concentracién:

0.0087

>
Il

AcOH
M: 60

A, = 0.0087 x 60 = 0.5169 AcOH /L de medio
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De igual modo:

2 (0.0087)

W
Il

ve)
Il

0.174
Que expresado como concentracién:

M AcONs: 82

B = 0.174 x 82 1.42g AcONa/L de medio

Finalmente

AcOH = 1.049 g/ml

g -2, y - m _ 0516
v P 1.049g/ml

V. = 0.49 ml AcOH



V.- INDUCCION
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Obtencién de la cepa.

> De manéra general, solo las instituciones especiali-
zadas en la conservacién de microorganismos, gracias a técni
cas muy sofisticadss, tales como Ils liofilizacién, son el me
dio por el cual se obtiene una cepa adecuada para la elabora-

cién de un estudio o investigacién. ~—

En estas colecciones, se incluyen un gran némero de-
cultivos, de los que se conoce con certeza, la capacidad para

producir un determinado producto.

—= En vista de que, para el caso especifico de produc--
cién de enzimas pectoliticas y proteolfticas a partir de As--
pergillus niger no se cuenta con el cultivo adecuado, este de

be obtenerse por induccién a partir de una cepa simple.
Aislamiento y cultivo.

Con objeto de cfectuar el aislamiento y cultivo del -
hongo, se requiere del desarrollo de un medio de crecimiento-
preparado empfiricamente, carbohidratos y proteinas facilmente
digeribles, indispensables para el estudio en condiciones -
adecuadas, eWitando asf posibles contaminaciones con otros mi

croorganismos.

La viabjlidad del hongo es conservada mediante la re-
siembra peridédica del cultivo en medio sélido, de sabourad, -

que tiene la siguiente composicién:
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Peptona de carne........o.ouuu.n. 1.0 %

GlUCOSA i viiiiiii s tan e 5.0 %

Agar simple......ouiiiiinennnn 1.5 %

F S L e ot e T s s 92.5 %

Mlotaills . o s s el s i e 100.0 %

La incubacién es |llevada a 305C, dando origen a un -
cultivo cada vez més puro y libre de contaeminaciones.

Una vez obtenido el cultivo puro, se procede a su -

identificacién mediante un examen microscépico, que consiste-

en la observacién de hifas o grupos de hifas y sus elementos-

formativos en preparaciones hGmedas.

Esta operacién se realiza con un microscopio de pe--

quefio aumento. EIl material se lleva con una gota de agua so-

bre un portaob jetos,

se tapa con un cubreobjetos y se examina

con los objetivos de pequefio y gran aumento a luz reducida.
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Induccién.

La substitucién de un medio de cultivo conteniendo -
fuentes de carbono y de energfa, como es la glucosa, por un -
medio con pectina, que permite la produccién hasta un grado -
6ptimo de enzimas pectoliticas, manteniendo constante un pun-
to méximo la produccién de metabolitos del tipo de enzimas -
proteoliticas, son considerados como objetivos claves en ésta

fase de la investigacién.

La etapa normal de desarrollo del microorganismo pro
sigue, modificando el medio de cultivo, de tipo sélido, por -
otro de tipo lfquido, el cual proporciona condiciones propi--
cias tanto para el desarrollo del microorganismo,como para la

produccién de enzimas.

Antes de llevar a cabo el inicio de esta fase, se de
be de tener la seguridad de que el micoorganismo empleado ha-
seguido un proceso de aislamiento y seleccién, empleando la -

técnica de resiembra periédica.

—

\}a continua distincién morfolégica al microscopio, -
asf como las pruebas de actividad enzimatica tanto proteolfiti
ca como pectolitica.en cada uno de los pasos de la induccién,
son algunas de las més eficaces herramientas para asegurar un

contacto correcto trabajo en la etapa de induccién:]
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Fermentacién en matraces con agitacién.

La técnica del cultivo profundo o sumergido, se |le-
va a cabo en un matraz con agitacién normalmente es un erlen-
meyer de 250 ml 6 100 ml que se puede mover mecanicamente, de
manera que recorra una circunferencia (de unos 5 cm de diame-
metro), con una frecuencia determinada previamente, mientras-
no se alteran las posiciones relativas de las paredes del ma-
traz y la plataforma sobre la que va montado. La agitacién -
en circulo produce un remolino en el Ilfquido sin que éste mo-
Je el tapén de algodén que cierra el matraz y mientras se for
ma en las paredes del mismo, por la fuerza centrifuga, una ca
pa delgada de medio a través de la cual se produce la agita--

cidén por difusién.

La mdquina que se utiliza para mover los matraces -

con agitacién se denomina un agitador rotatorio.
i

El agitador orbital sostiene los matraces sujetos -
por medio de muelles, sobre una plataforma de aluminio muy |i
gera, que flota sobre cuatro grandes rodamientos de bolas si-
tuados en unos receptéculos. Un pequefio motor eléctrico hace
girar una polea situada inmediatamente debajo de una excéntri
ca, que es solidaria de la plataforma flotante. Por lo tanto,
cada punto de la plataforma describe un movimiento circular -
regulado cuyo radio se puede determinar a partir del desplaza

miento de la excéntrica.



7l

La fuerza centrffuga debida al movimiento del contra
peso de la polea (masa del contrapeso x cuadrado de la veloci
dad de la rotacién angular x radio efectivo de rotacibn), se-
ajusta de tal manera que sea igual a la debida al movimiento-

de la plataforma, para que el propio agitador no se traslade:

Wp Wzrp Wg wzrf

2 9

El movimiento alrededor del eje vertical viene dado-

por la expresién:
fuerza centrffuga x (Lp - LF)

La forma de construccién mas ligera posible se logra

cuando la expresién (Lp - Lf) sea muy pequefia.

Se puede controlar la agitacién y la aereacién en -

los matraces agitados, por tres procedimientos:

a) La aereacién y la agitacién son inversamente pro-
porcionales a la profundidad (y por tanto, al vo-

lumen de Ifquido) en el matraz.

b) La aereacién y la agitacién son directamente pro-
porcionales a la velocidad de rotacién y a la lon

gitud del desplazamiento.
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c) Amortiguadores y otros dispositivos mecénicos se-
mejantes pueden aumentar el grado de agitacién y-

aereacidbn, al causar turbulencias.

w
.

! 1] :
Punto de
apoyo

Diagrama de un agitador orbital, Wp es el peso efec-
tivo de la plataforma concentrado en un punto de distancia -
rp del eje de rotacién, We es el peso efectivo de la polea, -
concentrado en un punto de distancia rf del eje de rotacién.-
Lp es la distancia desde el plano de rotacién de la platafor-

ma al eje, Lf es la distancia desde la polea al eje principal.
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CONDICIONES DE TRABAJO EN MEDIO CON MATRACES EN
AGITACION DURANTE LA FASE DE INDUCC ION

APARATO EMPLEADO

VELOCIDAD DE AGITACION

TEMPERATURA

pll

VOLUMEN DE MEDIO DE CULTL
vVo.

CANTIDAD DE INOCULO DE As
pergillus niger:
/

TIEMPO TOTAL DE [NCUBACION

AGITADOR MECANICO MANUFAC
TURADO POR NEWBRUNSWICK -
SCIENTIFIC CO.,INC. CONTE
NIENDO CONTROLES DE VEL.-
ROTATORIA, DE pH, DE TEM-
PERATURA Y FUENTE LUMINO-
SA.

250 RPM
30°C

4.5

130 ml

20 ml

72 hrs
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DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LA FASE DE INDUCC ION

j)
CEPA ORIGINAL é 12 INDUCC ION
Asp. niger ‘ GLUCOSA 5%
(=) '
& =
-_—
o= 7 (s
22 INDUCC ION 32 INDUCCION
GLUCOSA 4% GLUCOSA 3%
PECTINA 1% ' PECTINA 2%
“iiii)
el
L lNDUCClON 52 INDUCC ION
GLUCOSA GLUCOSA 1%
PECTINA 3% PECT:;A 4%
FIN DE LA FASE
DE lNDUCCION
SIGUIENTE FASE: ]
FERMENTAC | ON Ho[]
62 INDUCC ION ‘54;9
PECTINA 5% 3937 FERMENTAC ION
PECTINA 4%
/J GLUCOSA 1%
_\




" Induccién.

Resul tados.

% Glucosa en
el medio de
cultivo.

EVOLUCION DE LA ETAPA DE INDUCCION

% Pectina en el
medio de culti-
vo.

1.0

2.0

5.0

Actividad pec
tolftica (% de
hidrolisis).

75

Actividad
proteol f-
tica (% -
de hidro-
lisis).

4.3

5.7

6.3

6.0

6.0
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Determinacién de la actividad pectolitica. (#)
Método General Volumétrico de Lane-Eynon.

Este método es empleado para la determinacién del -

contenido de azucares reductores.

La reaccién consiste en la oxidacién del grupo alde-
hidico dando lugar a la formacién de un dcido y la reduccién-

del cu2+ a CYUt, realizéndose en un medio bastante alcalino.

Se debe evitar la reduccién prematura del ién cGpri-
co, mediante la formacién de un complejo entre el cobre y el-
tartrato doble de sodio y potasio, caracterizado por un color

azul intenso en medio alcalino.

Como la solucién es inestable, se deben mezclar am--
bas soluciones solo momentos antes de la determinacién. La -
inestabilidad proviene de |a posibilidad de formacién en me--

dio alcalino de yrupos ceto-endlicos.

Este fenémeno hace que la serie de reacciones sea -
muy variada. El ién clprico en forma de hidréxido es reduci-

do a cuproso en forma de éxido.

Con el fin de obtener resultados reproducibles, re--
visten gran importancia |as condiciones de trabajo conforme -

a reactivos, temperatura, tiempo, volumen y pH.
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Mediante este procedimiento, el cobre presente se -
agota, determinando por medio de una relacién el contenido -

del azGcar reductor presente.



79

Materiales y Métodos.

A. Material

N O AW N =

B. Reactivos.

S B W

Bureta de 50 ml pyrex.

Frasco con gotero.

Parrilla eléctrica.

Perlas de ebullicién de vidrio.
Pipetas volumétricas de 5 ml.
Termémetro -10 a 200°C.

Vasos erlenmeyer de 250 ml.

. C“SO4. 5 Hp0 (Sul fato clGprico pentahidratado).

Tartrato doble de sodio y potasio (Sal de Roche--
Ile).

Hidr6xido de sodio en lentejas USP.

HCl concentrado.

Sacarosa pura.

Solucién acuosa de azul de metileno al 1%.
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C. Método.
Determinaciédn de la actividad pectolitica.
Método General Volumétrico de Lane-Eynon.

Solucién de Fehling, modificacién de Soxhlet.- Pre--
parada por la mezcla de volGmenes iguales de (a) y (b) inme--

diatamente antes de utilizarse.

(a) Solucién de sulfato de cobre.- Se disuelven -
34.369 gramos de Cu504.5 H20 en agua, aforando a 500 ml, fil-
trando después a través de fibra de vidrio o papel. Se deter
mina el contenido de cobre en la solucién y se ajustan de tal

manera que contenga 440.9 mg de cobre/25 ml.

(b) Solucién de tartrato alcalino. Se disuelven -
1739 de tartrato doble de sodio y potasio. 4 HZO (sal de Ro
chelle) y 50g de NaOH en agua, aforando a 500 ml, dejando re-

posar dos dfas, [liltrando a través de asbesto preparado.

(c) Solucién estandar de azGcar invertido. A una so-
lucién de 9.5g de sacarosa pura, se adicionan 5 ml de HC! y -
se afora con agua a a 100 ml. Se conserva varios dfas a tem
peratura ambiente (7 dfias a 12-15°C o 3 dfas a 20-250 C); di
luyendo a 1 L (La acidificacién del azGcar invertido en solu
cibén, es estable varios meses). Se neutraliza la solucién -
con NeQH 1 N y se diluye hasta obtener la concentracién desea

da inmediatamente antes de usarse.
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Estandarizacién.

El reactivo de Soxhlet se mezcla con pipetas de 10 o
de 25 ml exactamente, o bien, de 5 6 12.5 ml| para cada una de
las soluciones de Soxhlet (a) y (b), en un matraz erlenmeyer
de 300 a 400 ml (El contenido de cobre difiere ampliamente -
cuando se emplean pipetas de diferentes capacidades por lo -
cual, el método seleccionado debe ser consistente en cuanto a
estandarizacién y a determinacién). La preparacién de la so-
lucién estandar del azGcar puro debe ser de tal concentracién

que se requieran para reducir todo el cobre 15 y 50 ml.

La bureta conteniendo la solucién del azGcar puede -
ser manipulada de tal manera que se evite el contacto con el-
vapor proveniente del matraz. Se adiciona la solucién del -
aztGcar, de 0.5 a 1 ml del total requerido, se calienta la ﬁea
cla al punto de ebullicién sobre de.una parrila eléctrica o -
un mechero y se mantiene la ebullicién moderada por dos minu-
tos (se sugiere adicionar perlas de ebullicién de vidrio o -
de otro material inerte para prevenir que la ebullicién origi
ne el vémito de la solucién del matraz). Sin dejar de calen-
ta;, se adiciona 1 ml de la solucién acuosa de azul o metile-
no (6 3 a 4 gotas de la solucién al 1%) y se completa la titu
lacién con un tiempo |imite de ebullicién total de 3 min con-
muy pequefias adiciones (2 a 3 gotas) de solucién de azGcar -
hasta después de la completa reduccién del cobre. EI azul de
metileno es reducido a compuestos decolorados y la solucién -
recobra el color naranja del Cu20, el cual tenfa antes de adi

cionar el indicador.
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Se multiplican los ml de la titulacién por los g/ml-

de la solucién requerida para reducir el cobre.
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Determinacié4n de la actividad pectolitica.

Método del Acido 3,5 dinitro salicflico (DNS) (#).

El empleo de ésta técnica se fundamenta en la deter-
minacién de azlGcares reductores, formados a partir de la hi--

drélisis de un sustrato de pectina, por accién enzimatica.

Los azGcares reductores asf obtenidos, reaccionarén-
con el &cido 3,5 dinitro salicilico en un medio fuertemente -
alcalino, con desarrollo de color, cuya itntensidad variard -

de acuerdo a la concentracién de azlGcar presente.

La interaccién que se lleva a cabo, consiste en una-
oxidacién de los grupos aldehidicos del azGcar formando gru--
pos carboxilos, en tanto que el &cido 3,5 dinitro salicflico-

es reducido a acido 3, amino 5, nitro salicflico.

COOH COOH
00! .
X\~ OH 0
» L R-CHO o R- COOH
02N NO, S 02N NI

La estabilidad del color del reactivo, punto impor--—
tante a considerar, serd prevenida mediante la adicién de fe-
nol y de metabisulfito de potasio, como también de Sal de Ro-

chelle como precaucién para evitar la oxidaci6n del reactivo.

(#) Ref. (6)
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Material y Métodos.
Material.

1. Espectrofotémetro modelo 200 UvV-V1S, perkin-Elmer,
1975.

2. Celdas de vidrio con laterales esmerilados, con -

capacidad de 10 ml.
3. Pipetas de 1 ml.

4. Pipetas de 5 ml:
5. Frasco de 1 L &mbar.

6. Equipo para bafio marfa.
7. Bureta de 50 ml.

Reactivos.
1. Acido 3,5 dinitro silicflico.
2. Fenol (fundido a 50°C).
3. Fenolftalefna.
4. Glucosa.
HC1 0.1 N.

5
6.- Metabisulfito de potasio.
7 .- NaOH.

8

.- Tartrato doble de sodio y potasio.
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Método.
Preparacién del reactivo.
Se mezclan 10.6 g de &cido 3,5 dinitro salicflico -
con 19.8g de hidréxido de sodio, 306g de metabisulfito de so-
dio, completando a 2 L con agua destilada, y agitando la mez-

cla hasta obtener la disolucién total de los componentes.

Se filtra la solucién y se coloca en un frasco &mbar

para evitar la oxidacién por medio de la luz.
Estandarizacién del reactivo.

Se titulan 3 ml de reactivo con HCl 0.1 N utilizando
como indicador fenolftaleina. La estandarizacién del reacti-
vo se logra al consumirse de 5 a 6 ml de acido clorhfdrico. -
El ajuste de esta cantidad de &cido se puede |levar a cabo me
diante la adicién de NaOH.

Cuantificacién de azlicares reductores.

a) Preparacién de la curva esténdar.

El primer paso para efectuar la determinacién consis

te en la elaboracién de una curva de calibracién esténdar.

Esta se lleva a cabo utilizando muestras que contie-

nen 0.2, 0.4, 0.6. 0.8 y 1.0 pg/ml de glucosa. 1 ml de al f--
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cuota de cada muestra se adiciona a un tubo de ensayo conte--

niendo 3.0 ml del reactivo.

Se coloca cada muestra en ebullicién a bafio marfa du

rante 5 min, dejando enfriar posteriormente |as muestras.

Cuando éstas se encuentran a temperatura ambiente, -
se llevan al espectrofotémetro. Leyendo la ‘absorbancia a 550

nm, con un blanco de agua destilada.

Se grafican los resultados, absorbancia y glucosa en
mg/ml, obteniendo asf una linea recta cuya interseccién en el
eje de las abscisas corresponderd a 0.04 mg/ml de glucosa, -
representandose de este modo la pérdida de glucosa por oxida-

cién a lo largo del proceso.
Determinacién.

La solucién problema es evaluada de igual manera que
las utilizadas en las elaboracién de la curva esténdar, por -
medio de interpolacién del valor de absorbancia, la concentra

cién del azGcar presente.
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_Descripcién del Espectrofotémetro modelo 200 Uv-vI1s, Perkin -
-Elmer, 1975.

El modelo de espectrofotémetro 200 estd constituido-
por un haz de luz doble, pantalla con bandas del espectro -

variable desde 0.2 a 0.4 nm.

Esta disefiada para la medicién de muestras |fquidas,
gaseosas y de sélidos en suspensibn en el rango ultravioleta-

visible desde 190 hasta 850 nm.

A continuacién se presenta un cuadro de datos técni-

Ccos:

Condiciones generales: Después de 30 min. de calentamien
to, se encuentra a temperatura ambiente desde 5 a 35°C,;
con una humedad relativa de 45-85%, con una variaciédn en

el voltaje de -10%.

Rango de longitud de onda: 190-850 nm en intervalos de-

una graduacién de 0.2 nm.
Tiempo de respuesta: 0.5, 2, 5 segundos nominales en E T
Requerimiento de poder: 115/230 V, 50/60 hz.

Dimensiones: Alturé: 29 cms
Largo: 42 cms
Ancho: 76 cms
Peso: 33 Kg
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) Determinacién de la actividad proteolfitica.

Método de Sdrensen (#).

Al efectuarse la hidrélisis de ura proteina, se lle-
va a cabo el rompimiento de los enlaces peptidicos, con pérdi
da de la estructura primaria, de tal manera que aumentard el-
nGmero de grupos amino y carboxilo libres. La estimacién de—
cualquiera de estos grupos dar& una medida del grado de hidré

lisis.

Al afiadir formaldehido a la solucién conteniendo -
el hidrolizado, éste se combina con los grupos bé&sicos (NHZ)_;
del aminoécido para dar compuestos del tipo del metilol, de -
dimetilol, haciéndose titulables los grupos carboxilos con hi

dréxido de sodio, usando como indicador fenolftaleina.

R-CH-CO0" + 2 CHy0 ———= R-CH-COO' + Hy0

+
NH. +  OH N-CH,0H
\

CH20H

#: Ref. (2)
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Materiales y Métodos.

A. Material.
1. Bureta de 50 ml pyrex.
2. Vasos erlenmeyer de 250 ml Pyrex.
3. Tubos de ensayo pyrex.
4. Equipo para bafio marfa.

B. Reactivos.

1. Casefna al 1%.

2. Formol al 40%.

3. Indicador de fenolftaleina.
4. NaOH 0. 1N.

C. Método.

Se mezclan 10 ml de solucién de casefna al 1% con 1-
ml de solucién conteniendo la enzima en un tubo de ensayo; -
asimismo, se coloca otra muestra sin solucién de enzima, uti-
lizando como patrén. Se recomienda también, emplear un dupli

cado de la muestra con enzima para mayor cortrol de la prueba.

/Se incuban las muestras a 37°C durante 30 min., des-
pués de los cuales se adiciona al tubo marcado como patrén 1

ml de la solucién de enzima.



90

Con el bafio marfa a ebullicién, se colocan las mues-
tras durante dos minutos con objeto de inactivar la enzima, -

erfriando posteriormente.

Enseguida, se neutraliza el formol adicionando 3 go-
tas de fenolftaleina y afadiendo NaOH 0.IN hasta el vire al -

color rosa.

Las muestras se pasan a vasos erlenmeyer previamente
rctulados y se colocan 20 ml de formol neutrslizado a cada -

Vi

uno de los vasos.

Se agita y se deja reposar varias veces durante 10 -
minutos, procediendo a titular las mezclas con NaOH 0.1N has-

ta el vire al rosa persistente.

Evaluéf:ién.

Los ml de NaOH 0.1N valorados, se restan a los encon
trados en la muestra patrén. La diferencia es el &lcali gas-

tadc en la titulacién.

Por otra parte, se tiene en cuenta que cada ml de -
NaOH 0. 1N equivale a 7 mg de nitrégeno de amino&cidos, de don

de se puede inferir la actividad proteolitica de la enzima.«7
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Determinaciérn del nGmero total de microorganismos por conteo-

en placa (#).

Se basa en la suposicibén de que cada microorganismo-
dar§ origen a una colonia después de la incubaciér ern medios-
adecuados. Una cantidad medida de la muestra del fermentador
se coloca en una caja de petri ccnteniendo medio de cultivo -
estéril. Después de la incubacién, se cuenta el nGimero de -
colonias que estén creciendo en el medio de cultivo, para ob-
tener de este modo un célculo de la poblacién del especifmen -

original.

Aunque existen diversos factores encontra de ésta -
. % .
técnica, ésta es sencilla y da resultados bastante satisfacto

rios para el uso rutinario.

Con objeto de efectuar las diluciones b&asicas puede-
utilizarse agua estéril . Después de agregar la -

muestra se agita cada dilucién.

#: Ref. (8)



92

Materiales y Métodos.

A. Material.

Cajas de petri.

Estufa de incubacién.

Pipetas de 1 ml.

Vasos de precipitado.

L & W N -

Matraz erlenmeyer de 1 L.

B. Reactivos.

1. Agar Sabouraud
2. Agua destilada estéril.

C. Método.

1 ml de la muestra obtenida del fermentador conte- -
niendo al Aspergillus niger se transfiere a un vaso de preci-
pitado con 99 ml de agua destilada estéril. Se obtjene una -

dilucién 1: 100.

Se transfiere 1 ml de la dilucién 1: 100 a una caja-
de petri estéril, y se transfiere otro ml de dilucién 1: 100-
a otro vaso de precipitado con 99 ml de la dilucién, dando -

esto una dilucién 1:. 10 000.
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1 ml de esta dilucién 1: 10 000 es transferida a una
caja de petri estéril, transfiriendo ademds 1 ml a un vaso de
precipitado con 99 ml de agua destilada, dando esta dilucién-

1: 1 000 000.

Se introducen 15 ml de agar Sabouraud fundido, esté-
ril y enfriado a 45°C en cada una de las tres cajas de petri-

que contienen las diluciones de l|las muestras.

Se mezcla el medio con la alfcuota de la fermenta- -
cién, haciendo girar suavemente la caja de petri en una direc

ciér y luego en sertido contrario.

Se deja solidificar sobre una superficie plana.
Se incuba la placa durante 48 Hrs..
Se obsecva la placa contra un fondo luminoso y se -

cuenta el nGmero de colonias.

Se multiplica el nGmero de colonias por el factor de

dilucién.
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GRAF ICAS.

DETERMINAC IONES CON

PECTINASAS.
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DETERMINACION DE ACTIVIDAD PECTOLITICA.

CURVA PATRON.

MUESTRA LECTURA (% T) (ABS) mg DE GLUCOSA
1 82.4 .96 17.6 20
2 75.6 ? 9 24.4 40
3 63.1 36.9 60
4 52.7 47.3 80
5 42.4 57.6 100

Lecturas a 550 nm.

’
Yo [ A

Efecto del pH. Qvi?\%? ;
O¥ At
MUESTRA  pH  SOLN. ENZIMA  SOLN. SUSTRA ©'“ ABS. % DE HI
(ml) TO DE PECTINA DROLISIS.
AL 1% (ml) :

1 4.0 1 1 | 1.0 0.5

2 4.5 1 1 Incubar2.0 2.1

3 5.0 1 1 30 min 2.0 2.1

4 5.5 1 1 1.5 1.0

5 6.0 1 1 4.5 6.0e

6 6.5 i 1 3.0 3.5

7 7.0 1 1 1.5 1.0
Efecto del liempo.

MUESTRA TIEMPO DE SOLN. ENZIMA SOLN. DE SUS ABS. % DE HI

INCUBAC ION (ml) TRATO DE PEC DROLISIS.
(min) TINA AL 1%
(m!)
2l 25 1 1 0.7 0
2 30 1 1 1.8 1.6
3 35 1 1 2.1 2.1
4 40 1 1 157 1.8
D 45 1 1 1.3 0.9
6 50 1 1 Joxl 0.3
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PECTINASAS
Efecto de la temperatura.
MUESTRA - TEMPERATURA SOLN. ENZIMA SUSTRATO Abs. % de
(°c) (ml) PECTINA hidroli
AL 1% sis.
1 4 1 1 lncybercs ¢ Sos
2 10 1 1
2.2 2.6
3 18 1 1
1 25 1 1 1.4 0.9
30 min 2.2 2.6
5 30 1 1
1.8 el
6 37 1 1 4.0 0
7 i 1 1 o 0
8 60 1 1 Q

DET. CONCENTRACION DE SUSTRATO

MUESTRA SOLN. DE SUSTRATO DE AGUA INCUBAR ABSORBANCIA % DE

ENZIMA PECTINA AL HI1DRO
(ml) 1% (mg/ml) LISIS.

1 1 1 9 0.1 0

2 1 2 8 Q=3 0

3 1 3 7 0.1 0

4 1 4 6 0.1 0

5 1 5 5 0.1 0

6 1 6 4 30 min 0.1 0

7 1 7 3 0.1 0

8 1 8 2 0.1 0

9 1 9 1 12 0.5

10 1 10 0 0.1 0

DET. CONCENTRACION DE ENZIMA
MUESTRA SOLN. EN  SUSTRATO AGUA INCU  ABOSRBAN % DE HI-
ZIMA (ml) DE PECTINA BAR AL DROLISIS.
AL 1% (ml)

1 0.1 1 9.9 & 0

2 052 1 9.8 152 0.5

3 0.4 1 9.6 = 0

4 0.6 1 9.4 0.8 0

5 0.8 1 9.2 30 min 1.0 0.07

6 1.0 1 9.0 1:2 0.5

7 i 7 1 8.8 1.4 0.9

8 1.4 1 8.6 1.5 1.0

9 1.6 1 8.4 1.5 1.0

10 1.8 1 8.2 1.5 1.0

11 2.0 1 8.0 1.5 1.0
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VIl.GRAFICAS.
DETERMINACIONES CON

PROTEASAS.



DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA. 99

Efecto del pH.

MUESTRA pH SOLN. ENZIMA SOLN. SUSTRA % DE HIDROLI
(ml) TO DE CASEI- SIS (mg de N.
NA AL 1% (ml) de a.a. hidro
lizados).
INCUBAR
1 1-0 1 1 0
2 155 1 1 8.4
3 2.0 1 i 23.8
4 245 1 1. 30 min Fin 7.
5 3.0 1 1 I 0.7
6 3-5 1 1 0

Efecto del Tiempo

MUESTRA TIEMPO DE SOLN. ENZI SOLN. SuUS % DE HIDRISIS

INCUBACION ~ MA (ml) TRATO DE (mg de N. de a.a.
(min) CASEINA AL HIDROL IZADOS)
1% (ml)
1 0 1. 1 0
2 5 1 1 1.4
3 10 1 1 21
4 15 1 1 5.6
5 20 1 1 4.9
6 25 1 1 16.1
i 30 1 1 Ta7
8 35 1 1 0
9 40 1 1 35

Efecto de Temperatura.

MUESTRA  TEMPERATURA SOLN. ENZIMA SOLN. SUSTRA % DE HI-
(°c) (ml) TO DE CASEINA DROLISIS

AL 1% (ml) (mg de N.

de a.a. hi

droljzadej

! 4 1 1 0.

2 10 1 1 ' 3.§
3 18 1 1 INCUBAR 4.9
4 25 1 1 30 min 2.8
5 30 1 1 I 0
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. DETERMINACION DE LA CONC. DE SUSTRATO.

MUESTRA SOLN. DE ENZI  CONC. DE SUS % DE HIDROLISIS
MA  (ml) TRATO DE CA- (mg de N de &.a.
SEINA (mg/m!) HIDROL 1ZADOS)

1 1 5 l 1.4
2 1 10 3.5
3 1 20 l§ UBAR 13°6
4 1 40 = 77
5 1 60 : 207
6 1 80 -
7 1 100 .

DETERMINACION DE LA CONC. DE ENZIMA.

MUESTRA SOLN. DE ENZI  SUSTRATO AGUA % DE HIDRQ
MA  (ml) DE CASEINA LISIS (mg-
AL 1% (ml) de N. de -
a.a. HIDRO
INCUBAR  LISIS).
30 min 2.8
10.5
3.5

NPl -~
e O
(=% 3 SRl e We'e]



DETERMINACIONES CON PROTEASAS
Efecto del pH.

% de Hidrol oa

!
0

7 \
154

.‘.
!
10

Efecto del Tiempo.
% de Hidrol’.;

/5 4

vo ¥

_ Tiempo [min]



Efecto de la Temperatura.
~~0.,

% de Hidrol.
/ |

/
4
" .
.I .\' o ]
. ‘ sTemperatura.[°C
I

Efecto de la Conc. de Sustrato

% de Hidrol.
o°‘-\

A Y
' \
o

. Conc.de Sustrato
[mg /mi]

ldo




Efecto de la Conc. de Enzima.

fo de Hidrol.

(i
/6 4

9 4

i

Soln. de
Enzima [ml]
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Vill. FERMENTACION
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Descripcién del Fermentador microferm serie MF 200.

El microferm es un fermentador compacto disefado pa-
ra el cultivo de biomasa de microorganismos en cultivos conti

nuos.

La unidad posee instrumentacién completa para con- -

trol de temperatura, velocidad de agitacibén y aereacidn.

El microorganismo es cultivado en un vaso de vidrio-
duro, adaptable a un control magnético que elimina las posi--

bles fuertes de contaminacién.

La introduccién de aire o de algGn otro tipo de gas,
se efectua a través de reguladores de presién asf como de fil

tros de acero inoxidable.

A continuacién, se presenta un cuadro de especifica-

cibnes del aparato empleado:

Modelo: MF 200 con oxfgeno disuelto.

Medidas: Alto: 90.17 cm
Ancho: 121.92 cm
Profundo: 60.96 cm

Capacidad del fermentador: 5L
(Total)

Volumen de trabajo m&ximo: 11/4 - 5 L
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Velocidad de agitacién: 100 a 1000 (variable)

Motor: Motor de bola de 1/4 hp

Tipo de agitadores: Turbina

Cap. Flujométrica: 1 600 a 16 00C (cc aire/min)2

Rango de variacién de Temperatura: 5° a 60°C

Calentador: Calentador de inmersién tipo Cartridge de acero-

inoxidable.

Peso aproximado: 327 Kg
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DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LOS COMPONENTES DEL FERMEN
TADOR MICROFERM SERIE MF 200

SALIDA DEL AIRE CEL FILTRO

EMBRAGUE DE TRANSMISION DEL MOTOR

ENTRADA DE AIRE AL FILTRO

CONTROL DE ESPUMA

DEPOSITO ANTIESPUMA

—

LINEAS DE AGUA

—,——

PINZA —

PLACA SOPORTE DEL EN_]
VASE DE VIDRIO

ENVASE DE VIDRIO
BE 518

< CONTROL BOMBA VACI0

|

EOMBA DE VACI0

FUENTE DE PODER CENTRAL

CALOR
ENCENDIDO

//_

0“0’ e® LA

l

- CONTROL DE TEMPERATURA

| AGITAC ION
CONTROL DE ENFRIAMIENTC
TACOMETRO

i

REGISTRADOR DE TEMPERA
TURA

CALIBRADOR
FLUJO DE AIRE

REGULADOR DE PRESION DEL AIRE

DE PRESION DE AIRE
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CONDICIONES DE TRABAJO F1JADAS DURANTE LA FASE DE LA
FERMENTAC ION

APARATO EMPLEADO

VELOC IDAD DE AGITACION

AIRE

TEMPERATURA

pH

OXIGENO DISUELTO INICIAL

VOLUMEN DE MCDIO DE CULTIVU

CANTIDAD DE INOCULO DE Asper-

gillus niger.

TIEMPO DE FERMENTACION TOTAL

FERMENTACION MICROFERM SE
RIE MF 200 MANUFACTURADO-
POR NEW BRUNSWICK SCIENTI
FIC CO., INC.

400 RPM

5.5 (x 1000 c.c. aire/
min a 70°F y a 14.7
PSIA).

30°C

4.5

100%

250 ml

96 hrs.




Resul tados Determinacién de las condiciones efectuadas durante la fermentacién.

MUESTRA TIEMPO TEMPERATURA pH DETERMINACION DETERMINAC ION 0, DISUELTO DETERM INACION

(hrs)  (°C) DE ACTIVIDAD DE ACTIVIDAD- (%) DE BIOMASA.

PROTEOLITICA PECTOLITICA - (COLONIAS/g).
(% DE HIDROLI (% DE HIDROLI
SIs). - Sis).

1 0 30 4.5 7.3 1.3 100 30

2 24 32 4.2 10.3 1.8 67 85

3 36 30 L 3.7 1.7 1.9 40 123

4 48 29 3.5 15.1 2.1 32 118

5 60 28 3.4 11.6 2.7 28 153

6 72 28 3.4 13.0 2.6 22 97

7 84 30 3.4 12.8 2.0 20 48

8 96 29 3.4 123 2.1 8 13

Alfcuots del fermentador emoleada: 100 ml

Microorganismo: Aspergillus niger.

90T
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Precipitacién de las erzimss.

La solubilidad de la mayorfa de las proteinas globu-

lares esté definitivamente influenciada por el pH del sistema.

El pH al cual una proteina es menos soluble en su pH
isoeléctrico, definido como el pH al cual la molécula no tie-

ne carga neta y decae para moverse en un campo eléctrico.

Bajo esas condiciones no hay repulsién electrostati-
ca entre moléculas de protefnas vecinas, tendiendo a coal ecer
y precipitar. Asimismo, a valores de pH superiores o bajo el
punto isoeléctrico, todas las moléculas de protefnas tienen -
una carga neta del mismo signo. Por tanto, se repelen unas a
otras, previniendo la coalescencia de moléculas simples en -
agregados solubles. Algunas protefnas son virtualmente inso<

lubles a su pH isoeléctrico.

Dado que las diferentes protefnas tienen diferentas-
valores de pH isoeléctrico, debido a su contenido de aminoéci
dos con grupos R diferentes, que con frecuencia pueden ser se
parados uno de otro por precipitacién isoeléctrica.

Cuando el pH de una mezcla de protefnas es ajustado-
al pH isoeléctrico de uno de sus componentes, la mayorfa o to
do este componente precipitard, quedando |as proteinas en so-

lucién con pH isoeléctrico superior o inferior que el pH.
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La protefna precipitada por pH isoeléctrico conserva
su conformacién original puede ser redisuelta en un medio con

apropiado pH y concentracién de sal.
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EXTRACCION DE LA ENZIMA POR MEDIO DE VARIACION DE pH AL PUNTO
150 ELECTRICO.

RESULTADCS.
PECTINASA
pH CONC, DE ENZIMA (mg 1 ml).
6.0 0
6.2 0
6.4 4.4
6.6 1.4
6.8 0.8
sialy 0
PROTEASA
pH CONC DE ENZIMA.
3.0 0.3
3-2 1.5
3-4 13.5
3.6 2.8
3.8 0.3
4.0 0
NOTA: Las determinaciones se efectuaron pesando la cantidad-

extrafda er seco, mediante homo de incubaciér a 30°C, ~

—

durante 48 hrs.
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Discusién.

7 El medio de cultivo basal contiene, como fuente de -
carbono y energfa)glucosa, monosacarido de facil aprovecha- -
miento por el microcrgani smo, permitiendo un répido desarro--

llo de éste.

La fuente de nitrégeno, peptona de-carne, prevee al-
hongo de las condiciones 6ptimas para el rapido crecimiento, -
ya que los medios con nitrégeno inorgénico dan lugar a un cre
cimiento m&s lento que en uno de tipo orgénico.\i

Los micronutrientes necesarios son afiadidos en canti
dades tales que se logre complementar tanto la fuente de car-
bono y energfa como la de nitrégeno, principales componentes-

del medio de cultivo basal.

Como se observa en la tabla de nutrientes, no apare-
cen metales como Zinc, Mol ibdeno, Cobre y Cobalto, que habi
tualmente formar parte de un medio de cultivo basal. La espe
cificidad del medio de cultivo de Aspergillﬁs niger nos indu-
ce a utilizar solo algunos micronutrientes, y no necesariamen
te los arriba mencionados.

; Otro factor de gran importancia en el disefio del me-

dio es el pH, ajustado previamente a cada inoculaciér al me--
dio, mediante una solucién regul adora de acetatos, lo que per

mite un control adecuado del PH a lo largo de la fase del cre

cimiento del microorganismo. |

\
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La elaboracién de éste medio prueba su funcionalidad
al observar & lo largo de la fase de desarrollo y crecimiento
una adaptacién del microorganisme al medio lfquido en condi--
ciones éptimas, que permiten proseguir con la siguiente etaps

de experimentacién, la induccibn.

Induccién.

[:-La induccién se realiza con el objeto de obtener -
las enzimas pretendidas, una pectinasa y una proteasa. ]
-
‘y—La obtencién de la enzima no presenta dificultad al-
guna, 6uesto que en el medio basal contiene proteina como- -
fuente de nitrégeno. El microorganismo utiliza este nutrien-
te, que al ser hidrolizado, da lugar al nitrégeno necesario -

pera tener asi la proteasa de origen fungal.

Por lo que respecta a la pectinasa, la fuente de car
bono y energfa se va cambiando, glucosa inicialmente y pecti-
na cftrica finalmente, de manera lenta y gradual, ya que un -
cambio brusco de estas fuentes redundarfa en la escasa produc
cién de la enzima, sino es que nula, con un desarrollo del mi

croorganismo precario.

Como muestran los resultados, la actividad enzimati-
ca pectinolftica, muestra valores que se incrementan progresi
vamente, obteniendo un méximo de actividad en la fase de in--
duccién de 4% de concentracién de pectina citrica, ya due se-

advierte que en 5% de pectina cftrica existfa un méximo desa-
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rrollo del microorganismo, pero escasa produccién de enzima -
de acuerdo a la actividad mostrada, como se reporta en la mis

ma tabla.

A La induccibébn se lleva a cabo en matraces cor agita--
cién constante, puesto que la distribucién de oxfgeno en el -
medio es més uniforme, acrecentandose el valor de la activi--

; . | - . " —
dad enzimética, asf como el crecimiento del micrcorganismo. |

El método empleado para la determinacién de activi--—
dad enzimética pectolitica es el Método general Volumétrico -
de Lane-Eynon, modificacién de Soxhlet, utilizando la solu-. -

cién de Fehling, en ésta fase de la experimentacién.

Este método es aplicado con objeto de examinar si la
actividad pectolitica en cada una de las etapas de induccién-
presentaba aumentos en proporcién al porcentaje de pectina -
cftrica que se encuentran en el medio, determinando asi la -
cantidad de sustrato de pectina donde se encuentra un maximo-
de actividad, por lo que no se requiere de un método mas -
sensible, como el empleado posteriormente, en la fase de expe
rimentacién, por medio de un espectrofotémetro UV-VIS 200 mo-

delos perkin-Elmer 1976.

En vista del control de la variabilidad de la activi
dad proteolitica por el método de Srensen empleado pera la -
determinacién, es suficicnte y confiable el método a lo largo

de toda la experimentacién.
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Resultados.

Con respecto & las pruebas de actividad enzimatica -
efectuadas, se observa, que de manera general, los ensayos -
muestran gran similitud con la informaciér bibliografica con-

sul tada.

a) Ensayos de actividad enzimatica con pectinasas.

La primera determinacién efectuada es la variacién -
de actividad enzimitica observada a una variacién de pH, con-
objeto de encontrar el pH 6ptimo al cual la enzima desarrolla

mayor actividad enzimética.

Esta determinacién se efectua utilizando como sustra
to pectina citrica al 0.1%, y una alfcuota de la fermentacién
conteniendo la enzima. Se colocaron varias muestras de sus—-
trato con variacién de pH en un rango determinado entre 4.0 y
7.0 unidades de pH, ya que de acuerdo a la informacién de |a-

literatura, el pH 6ptimo se encuentra en éste rango de pH.

Los resultados muestran una maxima actividad enzimé-
) tica a un pH de 5.5, después del cual se tiene un declive en-

la actividad enzimética.

El estudio de la variaciér de la actividad enzimiti-
ca con respecto al tiempo, presenta el registro inicial de -
actividad a los 25 minutos de incubacién, observando un méaxi-

mo a los 35 minutos.
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La velocidad de la reaccién enzima-sustrato, mfnima-
en un principio, y posteriormente en incremento, debido a |la-
interaccién molecular son explicaciones a la conducta de la -

actividad enzimatica mostrada.

Finalmente, sobreviene el descenso en actividad enzi
mética de acuerdo al consumo de sustrato y su consiguiente -
variacibébn de pH por formacién de productos secundarios, hasta

originar la inactivacién.

La variacién del contenido de enzima frente a un sus
trato de pectina cfitrica presenta saturacibén de la concentra-
cién de enzima en puntos posteriores al méximo, de tal modo -
que todo el sustrato presente en el sistema estd bajo la for-

ma de complejo enzima-sustrato.

i

Al efectuar variaciones de temperatura ante el sus--
trato ya conocido, la pectinasa muestra actividad con respecto
_al sustrato en un rango desde 4° hasta los 60°C, temperatura-

final a la que se observa la inactivacién de la enzima.

En éste caso, posterior al puntc de actividad méxima,
6ptima temperatura, la porcién descendente de la curva corres

ponde ala desnaturalizacién térmica.

El Gltimo ensayo con pectinasas efectuado es la de-«
terminaciér de actividad enzimdtica registrada ante un sustra
to variable. Los resultados muestran una saturacién de la en

zima con sustrato, traduciendose en resultados negativos de -
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actividad enzimética. Atendiendo a éste fenbémeno, se puede -
decir que el comportamiento de éste tipo de reacciones no co-
rresponde a los principios de cinética quimica, denominandose
a estas reacciones como no enzimiticas de saturaciér con sus-

trato (20).

Investigaciones recientes (20), han formulado la hi-
pétesis de que la enzima y el sustrato reaccionan reversible-
mente para formar un complejo como etapa inicial en la raec—-
cibén catalizada presentandose la saturacién de la enzima con-

su sustrato.
f/b) Ensayos de actividad enzimética con proteasas.

En éste ensayo se muestra la manera como varfa la -
actividad de la proteasa fungal con respecto a variaciones de

pH;

Los resultados muestran un pH é6ptimo en 2.0, dato -

que tambien coincide con la literatura (18 y 32).

< Es pertinente aclarar, asimismo, que se emplea ca- -

sefa al 1% en todos los ensayos efectuados para determinacién

de la actividad enzim&tica. |
—

La relacién de actividad enzimatica y pH depende de-
la manera de comportarse del sistema dcido-base de la enzima-

y el sustrato seleccionado.
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Por otro lado, se observa que el rango de actividad-
varfa usualmente con la concentraciér de sustrato en vista de
que la constante de Michaelis de la mayorfa de las enzimas -

:
varfia con el pH.

El comportamiento de la enzima frente al tiempo se -
observa como reaccibr de primer orden, de tal modo que la ve-
locidad de reaccién es proporcional a ia concentracién de sus
trato hasta la obtencién del méximo de actividad, que para es
te caso se presenta a los 25 minutos de iniciada la interac--

cibn.

Para ensayos efectuados variando la concentracién de
enzima frente a un sustrato con una concentracién definida -
fija, se observa en puntos posteriores al mé&ximo, una satura-
cién por incremento en la concentracién de enzima, de manera-

progresiva, hasta la inactivacidn total.

La variacibén de |la concentracibén de sustrato muestra
un comportamiento de actividad enzimatica con actividad cons-

tante en puntos posteriores al 6ptimo.

A bajas concentraciones de sustrato, la velocidad -

de reaccibén es proorcional a la concentracién de sustrato. -

La velocidad se incrementa menos perdiendo en cierta medida,

proporcional idad, hasta un punto al que la concentracién de
sustrato se encuentra en grandes cantidades, momento en el -
que se muestra indeperdencia con respecto a la velocidad de -

reaccibn, fijandose en un sitio de la curva constante la acti
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vidad enzimética mostrada.

Es este el punto de mayor actividad enzimética, es -
decir, existe ya saturacién de la enzima con la casefna, lo -
que explica el factor limitante de ésta interaccién enzima- -

sustrato.

Finalmente, el ensayo efectuado para determinacibén -
de variabilidad de actividad enzimatica ensayando con diferen
tes temperaturas, en un rango entre 4° y 60°C, muestra un com
portamiento calificado de coméGn y normal, en vista de que apa
rece a los 18°C un méximo en la curva, y posteriormente, a -

los 60°C inactivacién total.

Extraccién de las enzimas.

Tanto la extraccién de proteasa &cida como de pecti-
nasa, se efectuaron por precipitacién al punto isoeléctrico, -
siendo 3.2 unidades de pH el punto de precipitacién de protea

sa, y de 6.4 para pectinasa.

La variaciér de pH se efectua en muestras de la fer-
mentacién utilizando alfcuotas de HC! 0.1N variando asi el pH

de las muestras.

En vista de que ésta investigacién no |leva por ob--
Jeto la extraccién a nivel industrial, no se efectuan ensayos
de optimizacién en cuanto al rendimiento en la extracciédr de-

productos finales. Sin embargo, es interesante observar que-
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el método empleado no se presenta como Gnica posibilidad, pu-
diendo utilizarse diversas técnicas aln més sofisticadas como

son cromatograffa, electroforesis o ultracentrifugacién.

Es por ello, que se considera satisfactorio el ensa-
yo efectuado, de acuerdo a las necesidades y objetivos del es

tudio.
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X1. CONCLUSIONES
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Conclusiones.

Se han estudiado las diversas fases que sigue la ob-

e

tencién de dgs enzimas de origen fungal, haciendo énfasis en-

etapas de mayert importancia como son el cultivo y aislamiento
de la cepa, su induccién y la etapa de fermentacién final con
la correspondiente extraccién de metabolitos como son las en-

zimas pécticas y proteolfiticas.

— Tomando como base los resultados obtenidos, no exis-
ten impedimentos a nivel experimental para la consecucién de-
una fermentacibén produciendo erzimas de origen fungal, por lo
cual se puede aseverar que su proyeccién a gran escala depen-
de Gnicamente del grado de desarrollo tecnolégico en la mate-

ria.

El microorganismo empleado en la investigacién, As--
pergillus niger, presenta facilidad para su aistamiento, mos-
trandose como un cultivo predominante, que muy raramente po--
drfa presentar el problema de contaminacién con otro micoror-

gani smo.

Se han efectuado, asimismo, diversas técnicas para -
la determinaciér de la actividad enzimética, variando éstas -

de acuerdo al grado de confiabilidad deseado en la prueba.

Se puede afirmar, que en la medida en que existan -
las condiciones favorables para el desarrollo de este ramo de

la enzimologfa, basandose siempre en la utilizacién del -
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acervo tecnolbgico nacional y de la constante investigacién -
cientifica, se podré crear la infraestructura adecuada que en
un corto plazo, logre dar frutos que permitan adentrarse de -
manera competitiva en el mercado, al lado de empresas ya esta

blecidas.

El presente estudio puede ser empleado como base -
para en futuras investigaciones ern este campo, proyectos o-
estudios relacionados con la elaboracién de plantas industria
les productoras de enzimas pectolfticas y proteolfticas de -
origen fungal, en vista de que actualmente se observa gran in

quietud por adentrarse a esta 4rea cientifica.
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