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III. ABREVIATURAS USADAS.

A. niger Aspergillus niger

AEP Actividad especifica exopectinasa

AVP Actividad volumétrica exopectinasa

Aw Actividad de agua

°C Grados centigrados

cm Centimetros

DNA Acido desoxirribonucléico

DNS Acido dinitro-salicilico

E Enzima

ECE Extracto crudo enzimatico

EG Etilenglicol

EP Exopectinasas

FML Fermentacion sumergida o fermentacién en medio liquido

FMS Fermentacion en medio sélido

g Gramos

h Horas

Kg Kilogramos

KDa 10° daltones

Kia Constante de transferencia del oxigeno en el agua
m Constante de Michaelis-Menten

L Litros

m Metros

mg Miligramos

min Minutos

mL Mililitros

McS Medio con sacarosa

MsS Medio sin sacarosa

nm Nanometros




PEG Polietilenglicol

pH Potencial de hidrégeno

pl Punto isoeléctrico

pK -log de la constante de disociacion

P.M. Peso molecular

PRo Productividad observada

PRt Productividad tedrica

PUF Espuma de poliuretano

PVP Polivinilpirrolidona

P/S Relacion pectina-sacarosa

ap Tasa especifica de formacion de producto

gs Tasa de utilizacién de sustrato

R’ Coeficiente de correlacion

R¢ Movilidad relativa

RNA Acido ribonucleico

rpm Revoluciones por minuto

SDS Dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
SmF Submerged fermentation

SSF Solid-state fermentation

Ul Unidades enzimaticas internacionales

\Y% Voltios

X Biomasa

Kimax Biomasa maxima

Yex Rendimiento de la enzima con respecto a la biomasa
Yxss Rendimiento de la biomasa con respecto del sustrato
i Velocidad especifica de crecimiento

um micras

uL Microlitros




IV. RESUMEN.

Se utilizé la cepa de Aspergillus niger C28B25 para producir exopectinasas (EP) por
fermentacion sélida (FMS) sobre espuma de poliuretano (PUF) y por fermentacion sumergida
(FML). Se evaluaron dos medios de cultivo (con y sin sacarosa) y dos actividades de agua
(Aw = 0.995 y 0.96 ajustada con etilenglicol); el pH y temperatura inicial de todas las
fermentaciones fueron de 4.5 y 35 °C respectivamente. Se obtuvieron las curvas de
crecimiento, de actividad de EP y de proteasas, del perfil de pH y de azicares residuales. Se
realizaron isoelectroenfoques y zimogramas de los extractos con mayor actividad EP. Se
corrobord que la FMS no presenta represion catabolica en la sintesis de EP. Se observo que la
sacarosa, incrementa la biomasa médxima y la productividad de las EP en la FMS, asi como,
disminuye la produccion de proteasas en ambos sistemas de fermentaciéon. En ausencia de
sacarosa y elevada Aw, no se presentaron diferencias significativas de biomasa entre la FMS y
la FML, pero la produccion de EP fue favorecida en la FML. Se concluye que la FMS es mas
productiva de exopectinasas que la FML, solo en presencia de elevados niveles de azicares,
pues la alta productividad de las EP en FMS se debe a una mayor produccién de biomasa y no
a un mayor rendimiento de enzima por unidad de biomasa. La depresién de la Aw tiene un
efecto inhibitorio del crecimiento del hongo, pero no de la sintesis de EP. No se encontraron
diferencias zimograficas de las pectinasas, asociadas a la composicién del medio de cultivo, a
la Aw o al sistema de produccion (i.e. FMS 6 FML). En los isoelectroenfoques se observaron
al menos dos picos de actividad EP, el mas pequefio con pl = 3.1 y el segundo a pl = 5.7. La

FMS sobre PUF es un sistema para el estudio de la produccién de enzimas.




V. ABSTRACT.

Exopectinases (EPs) production by Aspergillus niger (C28B25) was studied on both
solid-state (SSF), which was carried out on polyurethane foam (PUF), and submerged
fermentation (SmF). Two different synthetic media (with and without sucrose) and two
different water activities (Aw; 0.995 and = 0.96, which were adjusted by using ethylene
glycol) on each fermentation were evaluated. In all fermentations the initial conditions of pH
and temperature were 4.5 and 35°C respectively. Rate of growth, kinetics of the EPs
production, as well as proteases excretion profiles, pH's and substrate consumption were
determined. Isoelectrofocusing and zymograms were obtained from extracts with maximal
EPs activity. It was concluded that SSF did not show carbon catabolite repression (CCR) in
the presence of high levels of sugar. SSF in presence of sucrose showed higher productivities,
resulted in higher maximal biomass and lower levels of proteases than SmF. No differences of
maximal biomass were observed between SSF and SmF with sucrose and high Aw. However,
EPs production was higher in FML. It may be concluded that SSF was more productive of EPs
only in presence of high levels of sucrose and high Aw. SSF did not show CCR. At high
sucrose levels, biomass production and the productivity of EPs were higher than those
obtained in SmF. The high levels of EPs in SSF did not depend on the yield of enzyme per
biomass unit, depended on high levels of biomass produced without CCR. The depression of
Aw had a negative effect on growth but not on EPs production. There were no observed
differences concerning EPs in the zymograms from any of the extracts tested. The

isoelectrofocusing showed variability in the extracts chtained by both fermentation systems

with Aw =0.96.
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1. INTRODUCCION.

Las pectinasas son un conjunto de enzimas capaces de hidrolizar a la pectina que es un
polisacarido formado principalmente por unidades de 4cido D-galacturénico, que pueden estar
o no metilados. Las pectinasas se usan en la industria alimentaria para obtener y clarificar
jugos de fruta y vino, por lo que tienen mercado potencial, dando como resultado un desarrollo
de sistemas para su produccion a escala industrial. El método usual de produccion de las
pectinasas es por fermentacion sumergida (FML), en el que se utilizan medios de cultivo
sintéticos y basados en sustratos naturales, con una alta concentracién de pectina, por ejemplo,
la pulpa de remolacha, cdscara de limén, pulpa de henequén, desechos de manzana, etc.

(Trejo-Hernandez y col., 1991).

En estudios recientes se ha reportado la produccion de enzimas pécticas, utilizando la
fermentacién en medio solido (FMS) sobre diferentes sustratos como el bagazo de cafia de
azucar (Acufia-Argiielles y col., 1995; Hakil y col., 1999), el salvado de trigo (Ghildyal y col,
1981; Qadeer y col., 1985: Budiatman y Lonsane, 1987; Castilho y col., 2000) y la pulpa de
café (Minjares, 1992; Antier y col., 1993), donde se han reportado mayores; titulos de
actividad, productividades. especificidad de las enzimas por su sustrato, termorresistencia y
tolerancia a los cambios bruscos de pH en comparacion con los obtenidos por FML (Acufia-
Argtielles y col., 1995). Otro punto muy importante a favor de la FMS es que no presenta
represion catabdlica por la adicién de elevados niveles de azicares de facil asimilacion como
es la glucosa o la sacarosa (Solis-Pereyra y col., 1996; Diaz-Godinez, 1997) mientras que la

FML la presenta a bajos niveles de esos azucares (Trejo-Herndndez y col, 1991). Sin
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embargo, se han realizado pocos estudios sobre la influencia de la composicion del medio de
cultivo embebido en el soporte sélido, ya que por la naturaleza biodegradable de los soportes
utilizados en las FMS, el manejo y control de su composicién se complicaba, imposibilitando

la caracterizacion de la fermentacion.

La composicion del medio de cultivo y los factores ambientales como la actividad de
agua (Aw), el pH del medio y la temperatura de fermentacién, podrian influir sobre la
diversidad y la cantidad de estas enzimas producidas (Taragano y Pilosof, 1999). Los estudios
sobre la produccion de enzimas por FMS utilizando medios de cultivo sintéticos, embebidos
sobre un soporte inerte (como la espuma de poliuretano) han permitido incrementar la
cantidad de enzimas producidas, obteniendo altas especificidades en su sintesis en
comparacion con las obtenidas por FMS sobre soportes biodegradables y por FML (Zhu y col.,
1996; Diaz-Godinez, 1997). Las productividades mayores de pectinasas en la FMS con

respecto de la FML se han demostrado, pero no se ha logrado establecer la causa.

En este trabajo se establecié un disefio experimental que permitiera determinar si la
mayor productividad de la FMS con respecto a la FML era porque, 4. niger tiene una mayor
productividad intrinseca de la biomasa medida por el coeficiente de rendimiento de la enzima
con respecto a la biomasa (Ygx), 0 porque existe un mayor y mas rapido crecimiento,
evaluados por los pardmetros de velocidad especifica de crecimiento (i, h™") y de la biomasa

maxima (Xmax, &/L) (los pardmetros cinéticos se describen en la seccion 8.8. de ésta tesis), lo




cual se veria reflejado en los valores de la produccion de enzima por unidad de biomasa por

unidad de tiempo (1Yg/x, Ul/gXh).

También se logro la caracterizacién y comparacion de la FMS y de la FML en cuanto a
niveles de producciéon de exopectinasas, de proteasas y de biomasa; asi como se observo el
efecto de los cambios de Aw y de la composicién del medio de cultivo sobre los titulos de

actividad exopectinasa.
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2. GENERALIDADES.

2.1. Género Aspergillus.

Los aspergilos negros, o el grupo de Aspergillus niger, son los hongos cominmente
llamados mohos negros. Este grupo esta ampliamente distribuido desde las regiones articas
hasta el tropico. Parece que el aire de cualquier lugar contiene conidias de estos organismos.
Esto se podria comprobar facilmente exponiendo al aire, por algunos minutos una caja de Petri
con un medio de cultivo rico. El suelo, también contiene las esporas de aspergilos, pero nadie
ha determinado con certeza si estos organismos juegan un papel importante en la ecologia del

suelo.

Los aspergilos son capaces de utilizar una gran variedad de sustancias para alimentarse
gracias al elevado nimero de enzimas que producen. Desde luego, es dificil encontrar alguna
sustancia que contenga alguna materia organica y una baja humedad donde los aspergilos no
puedan crecer. Por eso, los aspergilos afectan nuestro bienestar de diferentes maneras.
Aspergillus niger y otras especies son encontradas frecuentemente en alimentos, causando su
deterioro. Por otro lado, algunas especies producen sustancias téxicas llamadas micotoxinas, la

mads importante de estas es la aflatoxina.

Los aspergilos también causan considerables problemas como la contaminaciéon de
cultivos en laboratorios de micologia y de bacteriologia. Varias especies crecen en las fabricas

de pieles y de ropa, reduciendo su valor comercial e impregnando un olor a moho a los zapatos




y a la ropa. En climas tropicales humedos, donde los aspergilos encuentran las mejores
condiciones para su desarrollo, la gente tiene que mantener su guardarropa tan seca como sea
posible para prevenir que sus zapatos y sus ropas sean cubiertos por una gruesa capa de

aspergilos.

Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, y otras especies son
patogenas para los animales y para el humano, ya que conjuntamente pueden causar
enfermedades llamadas aspergilosis. La aspergilosis de los pulmones es probablemente la mas
seria de esas enfermedades, se presenta en aves, y varios mamiferos incluyendo al humano.
Los sintomas son muy parecidos a los de la tuberculosis, por lo que en ocasiones los médicos

diagnostican erréneamente (Alexopoulos y Mims, 1996).

Caracteristicas fisioldgicas de los aspergilos.

- Estructuras Somaticas. El micelio de los Aspergilos se parece al de muchos otros
hongos. Las hifas estas bien desarrolladas, ampliamente ramificadas, septadas y transparentes,
como regla, multinucleadas (Figura 1).

- Reproduccion asexual. Mientras que estd joven y vigoroso, el micelio produce
abundantes conidioforos, los cuales no estan organizados de ninguna manera, pero provienen
del cuerpo de la hifa. Las células de la hifa que se ramifican para dar origen a los conidiéforos
son llamadas células pie. Los conidi6foros son largos, y son la parte erecta de la hifa, cada
conididforo termina en un bulbo llamado vesicula. La vesicula produce un gran numero de
conidias en toda su superficie. Las conidias son tipicamente esféricas y unicelulares con

paredes externas muy duras. Las conidias son uninucleadas, pero en muchas especies pueden
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multinuclearse por divisién nuclear. Las conidias de Aspergillus son formadas dentro de las
fialides (conidi6foros inmaduros) que son como tubos. Una fraccién de protoplasto con un
nucleo estd delimitada por un septo, el cual se redondea por fuera y secreta una pared,
madurando dentro de la conidia, posteriormente otra fracciéon de protoplasto inicia su
maduracion empujando al primero, el cual se considera espora que sale de la conidia. Dado
que los conidiéforos y las conidias son producidos en abundancia, su color es el que
predomina en toda la colonia. Las colonias de Aspergillus pueden ser negras, cafés, amarillas,
verdes, dependiendo de las especies y de 1a composicion del medio sobre el cual esta
creciendo el hongo. La produccién de pigmentos en Aspergillus es importantemente
influenciada por la presencia o ausencia de diminutas cantidades de los también llamados
elementos traza. Mulder (1938) determiné que eran suficientes 2.5 ug de cobre para inducir el
maximo desarrollo de color en Aspergillus niger. Cuando existe ausencia total de cobre, el
color de la conidia es amarillo, mientras que en presencia de cobre, el color se presenta entre

café oscuro y negro.

Conidios

Esterigma
. Vesicula

' : Esterigma secundario
0y T

¥ Conidioforo

(pedunculo)

Esterigma primario

Célula basal

Figura 1. Diagrama de la estructura de un Aspergillus.




2.2. SUSTANCIAS PECTICAS.

Las pectinasas son enzimas que actiian sobre una gran variedad de sustancias pécticas.
Las sustancias pécticas (Figura 2) comprenden un grupo extenso de polisacaridos vegetales
cuya estructura basica se integra de moléculas de 4cido D-galacturénico unido por enlaces
glucosidicos a-D-(1,4), y en la que algunos de los carboxilos pueden estar esterificados con
metilos o en forma de sales. También se encuentran asociadas con otros hidratos de carbono,
como las hemicelulosas en las paredes celulares de los vegetales proporcionando firmeza en

algunos de ellos (Fennema, 1993).

Entre las sustancias pécticas se pueden distinguir dos clases principales: los acidos
pectinicos, que tienen parte de sus acidos galacturdénicos como ésteres metilicos y los &cidos
pécticos, que solo contienen moléculas del 4cido sin esterificacion; por definicién las pectinas
son acidos pectinicos con diferentes grados de esterificacion. Existen otros compuestos de este
tipo que son las protopectinas, altamente esterificadas con metanol y muy insolubles en agua,
que se encuentran en los tejidos inmaduros de los frutos y son responsables de su textura
rigida (Badui, 1990). Las pectinas mas abundantes e importantes se encuentran en los frutos
inmaduros y especialmente en algunos tejidos suaves, como en la cascara de los citricos, en las
manzanas, las peras, etc. Se sabe que aun dentro del propio vegetal, existe una distribucién de
las pectinas en donde las mas esterificadas estan en la parte mas interna, y las menos
esterificadas en su periferia, excepto para algunos productos como la espinaca y la remolacha,

cuyas pectinas contienen una pequefia fraccion de acido feralico (0.6%) unido a los grupos no
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reductores; en las frutas y hortalizas, la mayorfa de éstos polimeros estdn constituidos

exclusivamente por residuos parcialmente esterificados de acido galacturénico (Fennema,

1993).

CQOH COO-CH3

0 ACIDO o METIL-
GALACTURONICO GALACTURON ATO

COOH COOH —
0 o
o ACIDO
! PECTICO
—I
COO-CH 3  COOH —
o]
PECTINA
n

Figura 2. Estructura de las sustancias pécticas.

2.2.1. Propiedades y aplicaciohes de las pectinas.

Las propiedades funcionales de las pectinas desempefian un papel muy importante en
la industrializacion de las frutas, debido a que pueden aprovecharse en la elaboracion de
ciertos productos, donde se requiere formar geles en presencia de azicar y acido. En estos

geles las moléculas de pectina se estructuran formando una red tridimensional, en cuyos
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espacios capilares se encuentra jarabe inmovilizado (Whistler y Daniel, 1985). Las pectinas
también se utilizan en la elaboracion de jaleas de frutas tradicionales, flanes, coberturas y
rellenos en reposteria, bases de fruta para adicionar a yogures, asi como también se usa como

texturizante en helados, salsa, jarabes y refrescos (Badui, 1990).

Aunque no se ha determinado con precision el mecanismo molecular por el cual la
pectina forma el gel, se sabe que son indispensables: el acido, que probablemente aporta iones
H" para neutralizar las cargas negativas de la pectina en solucién y, por tanto, las fuerzas de
repulsiéon intermolecular, y el azdcar, que quizads intervenga en la formacion del gel
disminuyendo la actividad de agua (Aw) (Charley, 1987). Las propiedades caracteristicas de
los geles de pectina varian de acuerdo al tipo de pectina utilizada, puesto que es posible formar
geles en ausencia de 4cido, en presencia de iones divalentes cuando se utilizan pectinas de
bajo metoxilo (Whistler y Daniel, 1985). Otros factores fisicoquimicos importantes en la
formacién de los geles de pectina son la temperatura, la concentracién de los diversos
componentes y el pH. La mayor parte de los geles de pectina comienzan a formarse por abajo

de los 75°C a un pH de 3.5 (May, 1990).

Por el contrario, la pectina representa un problema, sobre todo en la elaboracion de
bebidas. Por ejemplo al exprimir naranjas, se produce un jugo cuyas particulas en suspension
son de tejido desintegrado compuesto de fibra celulésica y pectinas, ademas de pequefios
globulos de lipidos que contienen carotenoides y aceites esenciales; la turbiedad, la viscosidad
y el "cuerpo” de este jugo se deben a un sistema coloidal que depende de la concentracion y

del grado de polimerizacién de la pectina, asi como del pH y de las sales disueltas; de estas
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caracteristicas depende que el consumidor acepte el producto o no, de tal manera que aquél
que esta clarificado no tiene demanda comercial. Sin embargo, en otros casos se persigue la
eliminacion de las pectinas como un paso importante en la clarificacion de los jugos de uva y
de manzana, para lo cual incluso se afiaden enzimas pectinasas comerciales. Por otra parte,
estos polimeros también llegan a ser la causa de problemas en ciertos procesos, sobre todo en

la obturacion de los poros de ciertos equipos usados en la industria (Badui, 1990).

2.3. ENZIMAS PECTINASAS.

Las pectinasas se pueden clasificar en tres grupos de acuerdo a su forma de actuar
sobre la pectina, se encuentran las pectinesterasas, las pectinasas hidroliticas (endo y exo), y
las pectin y pectato liasas. En la Tabla 1 se muestran diferentes enzimas pectinasas, su fuente y
algunas propiedades fisicoquimicas (Pilnik y col., 1973); como se observa, las pectinesterasas
y pectinasas pueden ser de origen vegetal o microbiano, mientras que las pectin y pectato

liasas son producidas solo por microorganismos.
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Tabla 1. Algunas enzimas pectinasas, su fuente y algunas propiedades fisicoquimicas.

Enzima y fuente Peso molecular Punto  pH  Observaciones
isoeléctrico  dptimo

PECTINESTERASA

Platano I 30 000 8.8 6.0 2 isoenzimas

Platano I1 30000 93 6.0

Tomate 26 300 8.4

Naranja [ 36 200 10.0 7.6 2 isoenzimas

Naranja II 36 200 11.0 8.0

Fusarium oxysporum 35000

Clostridium 400 000 9.0 Complejo con PAL

multifermentans

PECTINASAS

Tomate 44 000 4.5  endo, multiples formas
84 000

Aspergillus niger 1 3.8 40 endo

Aspergillus niger 11 4.5  multiples formas

Aspergillus niger 111 4.5 5.5

Aspergillus niger 46 000 5.0

Aspergillus niger | 35000 4.1  endo, multiples

Aspergillus niger Il 85 000 3.8  formas

Rhizoctonia fragariae I 36 000 6.8 5.0  endo, 2 isoenzimas

Rhizoctonia fragariae II 36 000 7.1 5.0

Fusarium oxysporum I ~ 36 500 5.0  endo, glicoproteinas

Fusarium oxysporum II 37 000 5.0

PECTATO LIASA

Erwinia carotovora 31000 9.2 8.0 endo

Erwinia chrysanthemi ~ 300002 36000 94 9.8  endo, formada por 4 moléculas

Erwinia aroideae 37 000 91 endo

Pseudomonas 42 300 10.3 94 endo

fluorescens

Clostridium 400 000 8.5  exo; complejo con PE

multifermentans

PECTIN LIASA

Aspergillus niger 1 35400 3.65 6.0  glicoproteinas

Aspergillus niger 11 33100 3.75 6.0  péptidos

Aspergillus sojae 32 000 5.5

Aspergillus japonicus 32 000 7.7 6.0

Dothidea ribesia 31200 8.9 8.4

Fuente: Pilnik y col., 1973.




2.3.1. Pectinesterasas.

Las pectinesterasas transforman a la pectina en pectina de bajo metoxilo o pectato, al
actuar producen metanol a partir de los grupos carboxilos esterificados (Figura 3). Lo anterior
ocurre en muchas plantas y se presentan frecuentemente en citricos y tomates, pero también
son producidas en gran cantidad por hongos y bacterias. Las pectinesterasas producidas por los
hongos tienen un pH 6ptimo alrededor de 4.5 mientras que el de las enzimas de plantas y
bacterias se encuentra cerca de la neutralidad. Todas estas enzimas atacan la cadena péctica
del lado del dltimo carboxilo libre y esta enzima al producir gran cantidad de &cidos
carboxilicos libres la hace extremadamente sensible al calcio, lo cual origina reacciones de
entrecruzamiento que incrementan la firmeza de leguminosas como las habas verdes. Todas
las pectinesterasas son altamente especificas sobre el metil ester del acido poligalaracturénico,

ya que no son hidrolizados los enlaces éster metilicos de otros compuestos (Fennema, 1993).

ACIDO POLI- . . o .
GALACTURONICO ?>|,o ° “@
, : 5

Estergsa

Mot . wet Mot .
~ & a 8 o
PECTINA ‘<; %,@04@/0@
- - n

Figura 3. Diagrama de la accién de las pectinesterasas.
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2.3.2. Pectinasas hidroliticas.

Las poligalacturonasas o pectinasas hidroliticas son enzimas que hidrolizan el enlace
glucosidico contiguo al grupo carboxilo libre (Figura 4); en consecuencia, las pectinas de alto
metoxilo se hidrolizan muy lentamente, mientras que las de bajo metoxilo son buen sustrato, y
se considera al pectato como el mejor. Las pectinasas hidroliticas son producidas por la
mayoria de los hongos, por las levaduras y también por algunas bacterias (Rombouts y Pilnik,
1980). El pH éptimo se estima entre 4.0 y 5.5. Se han reportado endo y exo-pectinasas; las
endo-pectinasas (poli (1,4-a-D-galacturdnido) glicano hidrolasa, EC. 3.2.1.15) atacan a la
cadena péctica en su interior; un pequefio incremento en grupos reductores se manifiesta con
un fuerte descenso de la viscosidad de la solucién que contiene el sustrato. Las exopectinasas
(poli (1,4-a-D-galacturonido) galacturono hidrolasa, EC. 3.2.1.67) atacan del lado no
reductor del polimero formando mono- 6 dimeros, originando un incremento en el namero de

grupos reductores y una muy lenta disminucién de la viscosidad (Badui, 1990).

Met et hd vt
n

Poligal acturoncscy

(ST, [

Figura 4. Diagrama de la accién de las poligalacturonasas.
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2.3.3. Pectato y pectin liasas.

En la Figura 5 se observa la actividad de las liasas que actiian sobre la pectina. Las
pectato liasas rompen el enlace glucosidico por B-eliminacion, su accion produce dobles
ligaduras entre los carbonos 4 y 5 de la molécula de 4cido D-galacturénico. Al igual que las
pectinasas hidroliticas, éstas actian del lado donde se encuentra més cercano el grupo
carboxilo libre, y también se encuentran endo y exo pectato liasa. Para las del tipo exo, el
pectato es el mejor sustrato y generalmente se obtienen dimeros insaturados a partir delv grupo
reductor terminal. Para las endo, las pectinas de bajo metoxilo son el mejor sustrato. Su pH
Optimo estd al rededor de 8-9.5 y por esta razén son de baja importancia en el procesamiento

de frutas (Pilnik y col., 1973).

. éECTINA [’QO@,OQn@
n
‘!asa ‘

(<]

P

Figura §. Diagrama de accion de las pectato y pectin liasas.
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Las pectin liasas rompen el enlace glucosidico cercano al grupo metil ester por via de
la B-oxidacién, su accion es similar a las de las pectato liasa. El mejor sustrato para estas
enzimas (de las que solo se conocen de tipo endo), es la pectina altamente esterificada; el pH
éptimo esta entre 5-6, pero con la adicion de iones calcio se puede presentar un segundo pH

optimo en 8 (Rombouts y Pilnik, 1980).

2.4. UTILIDAD DE LAS PECTINASAS.

La adicion de enzimas pectinasas a los jugos de fruta, o bien a las frutas trituradas
antes de su prensado, es una practica general en muchas industrias alimentarias que consiste
principalmente en la hidrdlisis de la pectina, proceso conocido como despectinizacion (Potter,

1978).

Un jugo con pectina presenta propiedades de suspensidn coloidal y al hidrolizar éste
polisacérido se producen cambios esencialmente de caracter fisicoquimico debido a que, el
jugo pierde las caracteristicas de suspension coloidal, y quimico porque los productos de la
despolimerizacion enriquecen al jugo, ya que no se eliminan por filtracién y pueden participar
en los procesos biologicos a los que serd sometido el jugo de los que se mencionan los

siguientes:
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2)

b)

Incremento en rendimientos. Cuando el tratamiento con pectinasas (mezcla de endo y
exo-pectinasas) se realiza sobre la fruta en el triturador, se obtienen mayores
rendimientos del jugo. La pectina funciona como un cemento que mantiene unidas a
las células de las pulpas frutales. Al desaparecer este material se consiguen dos efectos
que se complementan uno al otro; por un lado se reduce el poder de retencion del jugo
en los orujos al dejar de existir el soporte principal y por otro se atentia sensiblemente
la viscosidad del liquido, pudiendo fluir con més libertad (Rombouts y Pilnik, 1980).
El rendimiento también se logra aumentar cuando la adicion de las p‘ectinasas se
realiza sobre los jugos y no sobre la fruta triturada, ya que se producen otros efectos
adicionales, por ejemplo, menores pérdidas de jugo en la filtracion, obtencion de lodos

mas compactos, etc. (Pilnik y col., 1973).

Clarificacion y brillantez. La molécula de pectina es muy grande (peso molecular entre
150 y 300 kDa.). Su tamafio rebasa con gran holgura el limite inferior de las particulas
coloidales. Constituyen, pues, verdaderas micelas, las cuales estdn cargadas
negativamente. El tamafio, estructura y carga de estas micelas, hacen posible que se
presenten fendmenos de adsorcion. Asi, todas las particulas insolubles que estan
presentes en los jugos, mostos, vinos, etc., se diseminan al igual que dichas unidades
coloidales. El resultado es una turbiedad, cuando las pectinasas (principalmente las de
tipo endo) entran en accion, convierten a las micelas en materiales solubles. El soporte
que mantenia dispersas a las otras particulas no solubles es eliminado, y éstas se

precipitan al fondo y el liquido se clarifica. Por otra parte, la disolucion de los
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d)

productos de la despectinizacion, accion de las exopectinasas, determinan una

brillantez muy notable (Velasco, 1968).

Eliminacién de problemas de filtraciéon. La pectina convierte a los jugos, mosto, etc.,
en suspensiones coloidales de alta viscosidad, por lo que resulta dificil filtrarlos.
Ademas, las grandes particulas de ese polisacarido tapan rapidamente los poros del
filtro. Si la degradacion producida por el proceso enzimatico reduce tanto las particulas

enormes de la pectina como la viscosidad del liquido, la filtracion se facilita.

Mejor v mas rapida extraccion del color. Como las pectinasas rompen las uniones de
las células, el liquido solvente puede llegar a establecer mas rapido e intimo contacto

con los pigmentos y se produce una mejor extraccion del color (Neubeck, 1975).

Reduccion del tiempo de la fermentacion. La despectinizacion libera mondmeros o
dimeros de acido D-galacturénico principalmente por las exopectinasas, proceso que
presenta una influencia sobre el tiempo de la fermentacidn. Parece ser que el hecho de
que los mostos se enriquezcan con materiales fermentables (como son las unidades del
acido galacturénico, o bien los polimeros de él no muy grandes) acelera la
fermentacién. Aun cuando el contenido en pectina no es muy elevado en las frutas (1 a
3% dependiendo del tipo de fruta. variedad, etc.), cada molécula de pectina, puede
rendir unas 1500 moléculas de 4cido galacturénico (P.M. 194), de ahi que el
tratamiento con pectinasas produzca un aumento considerable de materiales
fermentables. La reduccién de la viscosidad del mosto también facilita la tarea de los

microorganismos. Asi como la expulsion mas facil del bioxido de carbono producido.
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El enriquecimiento de los mostos con materiales fermentables provenientes de la
hidrélisis de la pectina da lugar a una mayor produccién de alcohol, asi como de
ésteres y de materiales que comunican el aroma y el bouquet caracteristico al producto

final (Neubeck, 1975).

f) Consideraciones econémicas. Al existir mayores rendimientos en la obtencion de jugos
y mostos por la adicién de pectinasas, provoca mayores ingresos economicos, ademas
existe reduccion de gastos por materiales filtrantes y clarificantes, asi como de mano
de obra, ganancia de tiempo en fermentaciones, mayor produccion de alcohol, mejor

calidad del producto final y simplificacién de las labores industriales (Velasco, 1968).

2.5. PRODUCCION DE PECTINASAS.

El mercado de las pectinasas es muy extenso, por lo que resulta de importancia
econdmica. Las pectinasas se producen comercialmente por varias compafiias en Europa,
Estados Unidos y Japdn (Oriol, 1987). Las empresas dedicadas a su produccion se enfrentan
con el problema de hacer mas eficiente su produccion, obteniendo preparaciones enzimaticas
mas puras, mas concentradas y de mayor calidad a costos mas bajos (Kilara y Benchura,
1990). Actualmente, la sintesis de enzimas a escala industrial por via microbiana, requiere de
microorganismos altamente productivos para reducir los costos de produccién; pese a lo
anterior, la gran cantidad de microorganismos que producen pectinasas, las restricciones

impuestas sobre el origen de las materias primas utilizadas en la manufactura de alimentos y
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medicinas para poder clasificarlos como “sanitariamente seguros” (status GRAS: “generally
recognized as safe” de la USDA) han limitado de modo considerable las fuentes potenciales de
produccién de estas enzimas para su utilizacién industrial (Bailey y Pesa, 1990; Kilara y
Benchura, 1990); de esta manera, pricticamente todas las pectinasas comerciales que existen
en el mercado provienen de especies de hongos del género Aspergillus, sobre todo Aspergillus
niger. Aunque existen bacterias productoras de pectinasas, como lo es por ejemplo Bacillus
subtilis, las enzimas de origen bacteriano son vistas con cierta desconfianza y no se producen
comercialmente, aunque representan una fuente potencial interesante si se considera que en

algunos casos son producidas en forma constitutiva (Tsuyumu, 1977; 1979).

Las pectinasas fungicas que se producen comercialmente consisten en mezclas de
pectinesterasas, pectin liasas y pectinasas, y en ocasiones algunas otras actividades
enzimaticas en diversas proporciones (Kotzekidou, 1991; Genecor Inc. Catdlogo de
informacién de productos enzimaticos No. P2CL84. San Francisco, USA. CA94080; Solvay
Enzyme Product Information. California, USA). La produccion industrial de estos complejos
enzimaticos se lleva a cabo por fermentacién sumergida (FML), o fermentacion en medio
solido (FMS). El primero es ampliamente usado en comparacion con el segundo, por la
facilidad del control de las propiedades fisicoquimicas del sistema, sin embargo, el segundo
método rinde mayor cantidad de enzima por gramo de sustrato (Trejo-Hernandez y col., 1991)
a una concentracidn mayor y es relativamente econdémico (Ghildyal y col., 1981; Pandey,

1992) (Para mayor informacion sobre la produccién de pectinasas por fermentacion sélida ver

Antecedentes de este trabajo).
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2.6. FERMENTACION.

La fermentacién es aquel conjunto de reacciones catabolicas productoras de ATP en las
cuales las moléculas orgéanicas actuan tanto como donadores primarios de electrones como
aceptores finales de éstos (Lehninger, 1979). Durante estas reacciones se producen
compuestos de utilidad practica para el hombre y es una costumbre hablar de fermentaciones
para referirse, en el ambito industrial, a los procesos microbioldgicos de produccion de tales

compuestos (Brock y col., 1987; Scriban, 1985).

La mayoria de las fermentaciones industriales en la sociedad occidental han utilizado y
desarrollado la denominada “fermentacion en medio liquido” o “sumergida” (FML)
(Hesseltine, 1972; Harvey y McNeil, 1993) en la cual los microorganismos son inoculados en
una suspension acuosa de nutrientes que se agita a fin de obtener un adecuado contacto entre

estos y la fase abidtica (Scriban, 1985).

Sin embargo, existe otra técnica general de fermentacion denominada “fermentacion en
medio sélido” (FMS), que se ha usado tradicionalmente para la manufactura de varios
productos como son el pozol que se produce en algunas areas de México por la fermentacién
del maiz; quesos madurados como el Roquefort y Camembert, que son fermentados con

esporas de Penicillium roquefortii y Penicillium camemberti, respectivamente (Pandey, 1992).

A escala industrial se le da aplicacion a la FMS para producciéon de enzimas de uso en

la tecnologia de alimentos, diagndstico clinico, analisis quimico, etc., para la produccion de
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metabolitos como acidos de gran demanda industrial como son el 4cido citrico, acido galico,
4cido glucénico, etc.; antibiéticos y proteina de origen microbiano, por mencionar algunos

(Hesseltine, 1972).

La fermentacién en medio sélido es “toda aquella en la cual el sustrato no es liquido”
(Hesseltine, 1972). La FMS puede ser definida mas precisamente como una técnica de cultivo
de microorganismos sobre la superficie de particulas sélidas humedecidas a un grado tal que
permite el crecimiento de dichos microorganismos en contacto con una fase aérea porque el
nivel de humedad no excede el nivel de retencién maxima de agua de la matriz sélida
(Viniegra-Gonzalez, 1997). La fermentacion en medio sélido se considera como la
transformaciéon microbiana en condiciones aerobias de materiales sélidos y que puede

definirse en términos de las siguientes propiedades del sustrato que sera transformado:

a) La matriz sélida porosa puede o no ser biodegradable con una gran superficie de area
por volumen. En el rango de 10° hasta 10® m%L que favorece un répido crecimiento

microbiano sobre la interfase s6lido/gas.

b) La matriz deberd absorber agua varias veces su peso seco para presentar una alta
actividad de agua (Aw) con respecto a la interfase solido/gas y de esta manera facilitar

los procesos bioquimicos.




©)

d)

Se podra suministrar una corriente convectiva de una mezcla de oxigeno y otros gases
o se permitird el intercambio pasivo de gases entre una capa delgada y porosa del

material fermentable.

La interfase solido/gas debera permitir el rapido crecimiento de cepas especificas de

hongos, levaduras o bacterias, ya sea en forma aislada o mezclas de microorganismos.

Las propiedades mecanicas de la matriz sélida pueden permitir la agregacion de cajas
de material poroso sin comprimirse. La mejor estructura podria ser compuesta de
pequefias particulas fibrosas o granulares que no tiendan a romperse o a compactarse

entre ellas. De otra manera se necesitard usar capas delgadas no compactas.

La matriz s6lida no deberd estar contaminada ni presentar inhibidores de crecimiento
microbiano, y debera absorber nutrimentos para los microorganismos, tales como
carbohidratos (celulosa, almidén, azdcares, etc.), fuentes de nitrogeno (amonio, urea,

péptidos, etc.) y sales minerales (Viniegra-Gonzalez, 1997).
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2.7. BIOSINTESIS DE PECTINASAS.

La sintesis de proteinas o de enzimas estdn reguladas por rutas bioquimicas, que
consisten en la transferencia y decodificacion de la informacion bioldgica almacenada en el
acido desoxirribonucleico cromosomal (DNA). La sintesis de proteinas funcionales o enzimas
involucran etapas importantes como es la transcripcion del mensaje genético a su
complementario acido ribonucleico (mRNA) y subsecuentemente la translacion del mRNA
como una secuencia de aminodacidos resultando un polipéptido especifico. La transcripcion y
la translacion son controladas por varios mecanismos que afectan la cantidad de enzima

formada, entre ellos se encuentra los procesos de:

a) Secrecion de proteinas. La secrecion de proteinas (tanto enzimas como proteinas
estructurales) juega un papel muy importante en los hongos filamentosos. Las enzimas
son liberadas desde la membrana citoplasmatica hacia el espacio peripldsmico, donde
pueden ser incorporadas en la membrana citoplasmatica o pared celular, y muchas
veces, pueden ser excretadas a través de la pared celular hacia el medio externo. Las
proteinas secretadas son incorporadas en la membrana citoplasmatica o pared celular,
las cuales tendran funciones de reconocimiento. La mayoria de proteinas secretadas
por hongos filamentosos (con excepcion de las proteinas de membrana) son

glicosiladas. Probablemente, las proteinas son secretadas tan pronto son sintetizadas

(Peberdy, 1994),
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b) Regulacién de la sintesis de enzimas. Aunque los hongos son los principales
microorganismos productores de pectinasas a escala industrial, la regulacion de la
sintesis de estas enzimas ha sido mejor estudiada en las bacterias fitopatdgenas
(Aguilar y Huitr6n, 1987), quizéas debido a cuestiones de simplicidad genética. Se ha
reportado que dentro de éstas existen especies productoras de diferentes tipos de
enzimas pécticas a un nivel constitutivo sensible a represion catabdlica (Leone y Van
den Heuvel, 1987; Crotti y col., 1998a, 1998b, 1999). En algunos otros casos, la
enzima es inducible (Foda y col., 1984), pudiendo ser excretada al» medio o permanecer

ligada a la superficie celular (Rombouts y Pilnik, 1980).

En los hongos filamentosos el conocimiento sobre la regulacion de la sintesis de
pectinasas es mds limitado, aunque es de esperarse una viabilidad al menos similar a la de las
bacterias (Leone y Van den Heuvel, 1987). Los estudios realizados a la fecha indican que en
este aspecto existen diferencias notables entre cepas, estudiando las condiciones 6ptimas en el
medio de cultivo para la mejor produccidon de pectinasas con hongos de los géneros
Penicillium y Aspergillus. Algunos autores (Foda y col, 1984; Taragano y Pilosof, 1999;
Panda y Naidu, 2000) encontraron que factores como la temperatura, la aireacion, el pH y la
composicion del medio eran factores importantes, pero que la cantidad de enzima producida a
un nivel dado de cada uno de dichos factores variaba entre cepas -incluso de la misma especie-

de acuerdo a la sensibilidad de cada cepa.

En general, se sabe que las actividades pectinoliticas pueden ser inducidas en algunos

hongos por la presencia de pectina o de compuestos relacionados con ella, como el
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poligalacturonato, en el medio de cultivo (Foda y col., 1984) y se demostré que las enzimas
pécticas producidas por Aspergillus niger ocurren en distintos tipos moleculares, existiendo
algunas inducibles y otras constitutivas. Algunos investigadores han apoyado la idea de que
existe un nivel bajo de secrecion de enzimas constitutivas degradadoras de la pared celular y
que los productos de la degradacion pueden entonces atravesar la membrana celular hacia el
interior e inducir la mayor produccién de tales enzimas (Tsuyumu, 1977; Leone y Van den
Heuvel, 1987). Varios estudios han comprobado que bajas concentraciones de moléculas de
carbohidratos simples, como el acido galacturénico o ia sacarosa, son capaces de aumentar la
presencia de diversas enzimas pectinoliticas en el medio (Foda y col., 1984; Aguilar y Huitron,
1987; Solis-Pereira y col., 1993), y se ha demostrado que la adicion continua y controlada de
azucares, permite obtener titulos mas altos de pectinasas (sistema de lote alimentado) que en el
sistema de adicion Unica de la mezcla de sustratos al inicio del proceso (Aguilar y Huitrén,

1987).

Algunos autores reportan que los mejores medios para inducir las pectinasas son
aquellos compuestos por una fuente mixta de carbono con moléculas de sustrato (pectina) y
algin carbohidrato simple (glucosa, sacarosa o 4cido galacturénico) (Rombouts y Pilnik,
1980; Acufia-Argtielles y col., 1995, Solis-Pereyra y col., 1996; Minjares-Carranco y col.,
1997; Diaz-Godinez, 1997; Crotti y col., 1998a, 1998b). De este modo, la produccién de
pectinasas depende de un equilibrio entre los efectos de induccion y represion catabolica de

los distintos compuestos presentes en el sustrato o medio de cultivo.
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La represién catabdlica, que consiste en la inhibicién de la sintesis de enzima
catabolicas inducibles provocada por la presencia de glucosa u otro azicar simple en el medio,
es un fenémeno general en los microorganismos (Herzkowitz, 1977). En el caso de
Aspergillus niger se sabe que la produccién de poligalacturonasa es reprimida por ciertos
carbohidratos que son aprovechados con preferencia sobre ¢l 4cido galacturdnico, como son la
glucosa, la fructosa y los intermediarios de la glucélisis y que el punto de regulacion de la
pectinesterasa y de la poligalacturonasa se encontraba en la transcripcién (Maldonado y col,

1989).

2.8. ENZIMAS PROTEASAS.

La hidrdlisis de proteinas es un fenémeno de amplia difusion en la naturaleza y tiene
una serie de aplicaciones tecnoldgicas, sobre todo en tecnologia de alimentos (Garcia-Carrefio,
1992). Las enzimas encargadas de la hidrélisis de proteina se agrupan en: proteinasas (EC
3.4.21-24.x) y peptidasas (EC 3.4.11-17.x) dependiendo del sitio del enlace peptidico
hidrolizable; enlace peptidico al centro o en los extremos de la proteina, respectivamente. El
término proteasa es sdlo aceptable cuando se desconoce la especificidad de la enzima (Garcia-
Carrefio y col, 1996). La protedlisis de una proteina puede ser deseable en tecnologia de
alimentos, mientras que es indeseable cuando la hidrdlisis de proteina tiene efectos nocivos
para el proceso o producto, y mas aun cuando la proteina es la razon de estudio, como en los

procesos de caracterizacion y purificacion de proteinas y de enzimas.




Para muchos cientificos del area de biologia celular, bioquimica y microbiologia, las
proteasas no son enzimas de gran interés y muy pocas veces son herramientas de trabajo o
razdn de estudios. En muchas ocasiones, las proteasas representan un grave problema en sus
investigaciones. Ciertos estudios pueden realizarse satisfactoriamente sin poner atencion a la
presencia de proteasas, pero el problema de la protedlisis es un problema universal
involucrado en el estudio de proteinas y de enzimas de diversos organismos. Dado lo anterior,

es importante poder diagnosticar la presencia de protedlisis in vitro, asi como prevenirla.

Las proteinas celulares son un potencial sustrato para una o mds proteasas endogenas.
Sin embargo, dentro de la célula, la protedlisis es altamente controlada por diversos factores,
como son la compartamentalizacion, la presencia de inhibidores endégenos de proteasas y la
influencia fisicoquimica de la célula que le confieren una conformacion especial a las
proteinas. Cuando los tejidos son macerados para la extraccion de las enzimas, esos controles
se pierden y los compartimentos subcelulares son destruidos, por lo que los complejos enzima-
inhibidor son disociados y las interacciones entre proteinas y otras moléculas son alteradas.
Ademas el efecto del buffer de extraccidon sobre la conformaciéon de las proteinas puede

incrementar la vulnerabilidad hacia la protedlisis (Pringle, 1979).

Los problemas de proteélisis no siempre se les da la importancia, sin embargo, son un
verdadero problema en algunos casos de caracterizacion y purificacion de proteinas. Pringle
(1975) comentd que no existe una pociéon magica para eliminar el problema de la protedlisis
indeseada, sino que debe seguirse un protocolo definido dependiendo de la fuente celular del

extracto en estudio.
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Existen factores intrinsecos determinantes de las proteinas que incrementan su
susceptibilidad a la protedlisis, ya que la estabilidad de las proteinas es diferente in vivo en
comparacion in vitro. Se ha observado que las proteinas que mas rapidamente salen al medio
extracelular son mas susceptibles a la protedlisis. Las proteinas mas pequefias son mas
resistentes a la protedlisis, observado frecuentemente por la desaparicion de bandas pesadas,
mientras que las ligeras permanecen, cuando se corren en SDS-PAGE. La estructura
tridimensional de las proteinas también es un factor importante, ya que se ha observado que
las proteinas globulares son mas resistentes a la proteélisis, posiblemente por que algunos
enlaces peptidicos no estan disponibles a la accion de las proteasas, por otro lado, las proteinas
fibrosas son mas vulnerables a la protedlisis. Cualquier cambio estructural de la proteina
afecta su susceptibilidad a la protedlisis, pues se pueden exponer sitios de facil acceso para las
proteasas, mientras que la glicosilacion puede proveer proteccion a la protedlisis in vitro, y
moléculas como el glicerol y el dimetilsulfoxido mantienen estable la conformacion de las

proteinas incrementando su estabilidad (Pringle, 1975).

Es indispensable conocer el tipo catalitico de las proteasas para poder determinar el
inhibidor que se utilizara para evitar la proteélisis. El problema de la protedlisis puede ser
desde la hidrolisis de un simple enlace peptidico hasta la hidrélisis total del polipéptido. Para
identificar la protedlisis indeseada no solo dependera de la extension de la protedlisis sino
también del tipo de ésta. Algunos sintomas que revelan proteélisis son; ausencia de la proteina
especifica, bajos rendimientos o pérdida de actividad enzimatica, cambios en la actividad
especifica, cambios estructurales revelados por electroforesis asi como discrepancias de las

propiedades reportadas por otros autores. En los SDS-PAGE se pueden presentar los
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siguientes sintomas que indican problemas de protedlisis: pobre resolucién de bandas, pérdida
de bandas de alto peso molecular y un incremento en el nimero de las bandas de bajo peso
molecular, discrepancias entre los valores de peso molecular reportadas por diferentes autores,
discrepancia entre los valores de peso molecular de la misma proteina purificada por diferentes
procedimientos, una disminucion del peso molecular aparente durante el almacenamiento,
microheterogeneidad de bandas en soluciones de proteinas puras (Hames, 1981, Garcia-

Carrefio y col., 1993).

2.8.1. Deteccion de actividad proteolitica.

El desarrollo de técnicas para deteccion y cuantificacion de la actividad de proteasas es
una necesidad creciente. El sustrato mas utilizado en la evaluacién de la actividad de proteasas
en preparaciones bioldgicas es la caseina o alguno de sus derivados como la azocaseina. La
caseina y sus derivados son usados a pH's neutros y alcalinos. Para enzimas con actividad a
pH 4cido, la hemoglobina es el mejor sustrato, dada la insolubilidad de la caseina a pH's
menores a 6.0. La evaluacion de las propiedades cinéticas de proteasas es complicada por dos
hechos: 1) la naturaleza proteica del sustrato y 2) la especificidad de la enzima. Las
proteinasas reconocen el lado carboxilo de un residuo de aminoécido especifico, formando el
enlace peptidico a hidrolizar. Cada vez que la enzima hidroliza un enlace peptidico la
concentracion molar del sustrato aumenta, en lugar de disminuir, como en la mayoria de las
reacciones enzimaticas. Por esta razén se requiere de sustratos sintéticos que imitan las

estructuras involucradas en un enlace peptidico (Garcia-Carrefio, 1993).
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2.8.2. Inhibicion de proteasas.

Para evitar la actividad de proteasas se podrian considerar 1) el protocolo de extraccidn
de las proteinas o enzimas, 2) la inactivacién de proteasas por desnaturalizacion y 3) la
inactivacion de proteasas por inhibidores. Dentro de las condiciones para la extraccion de
proteinas se deberan considerar; el buffer y su pH (los cuales serdn los no 6ptimos para las
proteasas), trabajar a bajas temperaturas para minimizar la actividad de las proteasas, trabajar a
tiempos cortos, agregar estabilizantes de proteinas teles como el glicerol o el dimetilsulféxido,
evitar la presencia de activadores de proteasas tales como cationes divalentes (Garcia-Carrefio,
1992). Si las proteinas de interés no requieren estar en su forma activa, como es en el caso del
analisis de proteinas por SDS-PAGE, la actividad de las proteasas se puede evitar por
desnaturalizacion. La urea, el SDS o el 4cido clorhidrico son agentes desnaturalizantes que
podrian prevenir la protedlisis. La adicién de inhibidores a las muestras representa la mas
favorable solucidn al problema de la protedlisis indeseada. Es importante agregar el inhibidor
apropiado, ya que las proteasas pueden ser diferentes dependiendo del organismo o del tejido
de extracciéon. Sin embargo, dado que solo existe un pequefio numero de proteasas, los
diferentes tipos de protedlisis pueden ser controlados. La pepstatina A es uno de los
inhibidores recomendados para las aspartato-proteasas, para las cistein-proteasas se
recomienda el dcido iodoacético, el p-methylsulfoxidefluoride, la quimostatina, leupeptina, el
p-hidroxi-mercuribenzoato. Para las serin-proteasas se utilizan la benzamidina, la p-
aminobenzamilina y el elastatinal, asi como el inhibidor de tripsina de soya. Para las metalo-
proteasas se utilizan el etilen-diaminotetraacetico y la fenantrolina. Para las calpainas se

utilizan los mismos inhibidores que para las cistein-proteasas (Pringle, 1979).
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2.9. ESPUMA DE POLIURETANO.

En la busqueda de materiales inertes para los microorganismos y de utilidad como
soportes en la fermentacion s6lida, se ha estudiado a la espuma de poliuretano como un buen
candidato, ya que presentan elevada higroscopicidad y alta porosidad, no es biodegradable por
Aspergillus niger y permite la medicion de la biomasa. En estudios recientes se logro utilizar
como soporte en FMS para la produccion de Nucleasa P1 de Penicillium citrinum (Zhu y col.,
1994; 1996), asi como de enzimas de Aspergillus niger como exopectinasas (Diaz-Godinez,
1997), e invertasas (Romero-Gomez y col., 2000), asi como de otros metabolitos de interés

industrial como es el acido citrico, acido giberélico, etc.

La espuma de poliuretano es uno de los polimeros de uretano que contienen el grupo:

Formado tipicamente por medio de reaccion de un diisocianato y un glicol.

LOCNRCNO + ,HOR'OH __} -[OCONHRNHCOOR’-],

Ademas de espumas, a través de esta reaccion se pueden obtener fibras, elastémeros y
recubrimientos. Las espumas de poliuretano poseen un elevado porcentaje de enlaces

cruzados, lo que les confiere una elevada termorresistencia. En la produccion de las espumas
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de uretano, los grupos isocianato en exceso del polimero reaccionan con agua o 4cidos
carboxilicos para producir diéxido de carbono, que origina la espuma, al mismo tiempo que se
efectiia el entrecruzamiento. Las espumas de uretano pueden hacerse en forma flexible o

rigida, seguin la naturaleza del polimero y el tipo de enlaces cruzados producidos.

2.9.1. Quimica de las espumas de uretano.

Las espumas de uretano se hacen en varias etapas. Un intermediario basico de peso
molecular alrededor de 1000 Da es un poliéster formado a partir de poli(1,4-butilenglicol),
poliésteres de sorbitol u otros. El intermediario bésico es bifuncional si se desean espumas

flexibles y polifuncional si lo que deben hacerse son espumas rigidas.

Se hacen reaccionar al intermediario con un diisocianato aromatico, usualmente totilen
diisocianato, para dar un prepolimero, se adicionan catalizadores basadas en aminas terciarias
o en jabones de estafio para lograr la produccion rapida de espuma. El entrecruzamiento se

produce por medio de la formacion de uniones de urea.

RNCO + H,O0 —% RNH; + CO,

R’NCO + RNH, —3% RNHCONHR’

Para aumentar o reemplazar la accion del soplado quimico se ha propuesto el uso de

liquidos inertes de bajo punto de ebullicién, en particular de fluorocarbonos, esto ha
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conducido a ciertas propiedades ventajosas en las espumas finales, tales como la baja

conductividad térmica, caracteristica del gas de fluorocarbono que queda atrapado.
2.9.2. Propiedades y aplicaciones de las espumas.

Existen espumas flexibles y rigidas. La densidad varia de 0.03 kg/L a 0.8 kg/L; la
conductividad térmica es baja hasta 0.11, sirven como retardadores de la llama y como

aislantes térmicos.

a) Espumas flexibles. Las espumas flexibles de uretano se utilizan para cojines en
muebles y automdviles, desplazando a la espuma de caucho de estas aplicaciones, por
su mayor resistencia, menor densidad y mas facil fabricacion.

b) Espumas Rigidas. Las espumas de uretano rigidas son resistentes a la compresion y
pueden utilizarse para reforzar unidades estructurales huecas con un minimo de peso.
Ademas, consisten en células cerradas y tienen por ello bajos indices de transmision de
calor. Desarrollan una excelente adhesién cuando forman huecos o entre ldminas de
material. Finalmente, son resistentes a los aceites y la gasolina y no absorben
cantidades apreciables de agua. Estas propiedades hacen a las espumas rigidas valiosas
para las estructuras sandwich usadas en la prefabricacion en la industria de la
construccion, para el aislamiento térmico frigorifico, cabinas portatiles aisladas

térmicamente, etc., ademas para dar flotabilidad a embarcaciones (Billmeyer, 1978).
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3. ANTECEDENTES.

El método usual de produccion de las pectinasas es por fermentacion sumergida
(FML), en los que se utilizan medios de cultivo sintéticos y medios de cultivo a partir de
sustratos naturales, con una alta concentracion de pectina, por ejemplo provenientes de la
pulpa de remolacha, céscara de limon, pulpa de henequén, desechos de manzana, etc. (Trejo-

Hernandez y col., 1991).

En estudios recientes se ha desarrollado la produccion de enzimas pécticas, utilizando
la fermentacién en medio solido (FMS) sobre diferentes sustratos como el bagazo de caifia de
azucar; salvado de trigo (Ghildyal y col., 1981; Qadeer y col., 1985; Budiatman y Lonsane,
1987, Durand y Blachere, 1988; Castilho y col., 1999, 2000); sin embargo, se han realizado
pocos estudios sobre la influencia de la composicion del caldo de cultivo embebido en el
soporte sélido. La composicién del caldo de cultivo es un factor importante ya que influye
sobre la diversidad de la sintesis y la cantidad producida de estas enzimas (Panda y Naidu,

2000).

Los estudios sobre la produccion de enzimas en medio sélido utilizando caldos de
cultivo sintéticos, embebidos sobre un soporte inerte permiten dilucidar el comportamiento de
los hongos filamentosos respecto a la composicion del medio de cultivo, la influencia de la
actividad de agua (Aw), la liberacién de calor, asi como la influencia de la transferencia de

gases (Oriol, 1987). Por otra parte, las condiciones del prensado del medio para la
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recuperacion de los metabolitos producidos en estas fermentaciones en medio sélido origina la
ventaja de obtener un producto concentrado de estas enzimas (Roussos, 1985; Castilho y col.,

1999; Singh y col., 1999).

En 1991 Trejo-Hernandez y col., estudiaron la produccién de pectinasas de Aspergillus
niger por FMS sobre soporte. Realizaron un experimento previo donde evaluaron tres cepas de
hongos filamentosos, los microorganismos utilizados fueron Aspergillus niger, Penicillium sp.
Y Rhizopus oryzae por FML; el medio mineral contenia pectina y sacarosa (20 g/L de cada
uno) como fuente de carbono, los resultados del crecimiento y produccion de pectinasas para
las tres cepas se muestran en la Tabla 2. Se observé que R. oryzae, se caracteriz por una
elevada produccion de biomasa pero con titulos de actividad pectinasa muy bajos, los cuales
aparecieron hasta las 72 h de fermentacion. 4. niger produjo menos biomasa que R. oryzae
pero a las 48 h de fermentacién ya presentaba actividad pectinolitica y a las 120 h presentd
poco mas del doble que en las horas antes evaluadas. La cepa de Penicillium sp., produjo a las
120 h los titulos mas altos de todas las cepas en todos los tiempos, pero en los tiempos antes
evaluados la actividad pectinasas fue nula. Estos resultados sugieren que la sacarosa presenta
un efecto de represion catabdlica de la sintesis de las enzimas pécticas, y se ve manifestado en
diferente grado dependiendo de la capacidad de consumo de la glucosa y su resistencia a la
represion catabdlica de cada cepa. De acuerdo con el experimento anterior, emplearon la cepa
de Aspergillus niger para producir pectinas por FMS, utilizaron bagazo de cafia como soporte,
y estudiaron el efecto de la relacién pectina/sacarosa (p/s) sobre la actividad pectinolitica,
donde encontraron que la relacion 1:2 de p/s present6 la mayor actividad endopectinasa a las

65 h de fermentacion, mientras que para la actividad exopectinasa fue minima en todos los
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casos. Midieron la sacarosa residual, el crecimiento microbiano por cuantificacion de acidos
nucléicos y el pH. Encontraron que el crecimiento del hongo mostraba un comportamiento
diduxico, ya que la sintesis de las pectinasas se daba en el momento que la sacarosa se
agotaba. Encontraron que la actividad pectinolitica fue mayor en la FMS y que el tiempo de
fermentacion se redujo en comparacion con la FML, ademas, encontraron que al incrementar
la cantidad de sacarosa en el medio hasta una relacién de pectina/sacarosa (1:2), era posible

incrementar la actividad, por lo que en FMS se disminuye el efecto de represion catabdlica.

Tabla 2. Crecimiento y produccion de enzimas pécticas de tres cepas diferentes en medio
liquido, agitado durante 5 dias a 30°C.

Cepas Tiempo  Biomasa pH Actividad

(h) (g/L) Pectinolitica

(U/mL)

Aspergillus niger 48 4.84 3.8 5

72 7.7 3.7 5

120 6.95 3.5 11
Penicillium sp. 48 0.788 4.4 0

72 0.87 4.4 0

120 6.45 5.5 20
Rhizopus oryzae 48 12.2 4.2 0

72 16.55 4.1 1

120 18.3 3.9 5

Fuente : Trejo-Herndndez y col., 1991.

En otro estudio, Solis-Pereira y col. (1993) evaluaron el efecto de la adicién de
glucosa, sacarosa y 4acido galacturonico sobre la sintesis de pectinasas por 4. miger en

fermentacion sumergida y medio sélido sobre bagazo de cafia. Encontraron que la produccion
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de endo- y exopectinasas por FMS se increment6 cuando los niveles de glucosa, sacarosa y
acido galacturdnico se adicionaron hasta un 10% al medio con pectina. Por otro lado, en la
FML la actividad decreci6 importantemente cuando se alcanzé tan solo un nivel de 3% de
sacarosa o glucosa adicionada. Las principales diferencias encontradas en los dos sistemas de
fermentacion fueron que las actividades pectinasas producidas por FMS fueron mayores,
ademas no fueron susceptibles a represion catabdlica, y los tiempos de produccién fueron mas
cortos. Estos estudios sugieren que la menor susceptibilidad de FMS a la represion catabélica
es por problemas de mezclado y de difusion de nutrimentos, generando gradientes de

concentracion.

Con base en los estudios anteriores, Solis-Pereyra y col (1996), observaron la
produccioén de pectinasas de 4. niger por FMS con elevados niveles iniciales de glucosa.
Realizaron fermentaciones solidas sobre bagazo de cafia con un medio mineral, pectina como
inductor natural y diferentes niveles de glucosa (100, 250, 350 y 400 g/L). Encontraron que la
maxima produccion de exopectinasas y de endopectinasas se presentd a las 72 h en el medio
que contenia 100 g/L de glucosa. Cuando la concentracién de sacarosa se incrementé hasta
250 g/L, la velocidad de produccion de las exopectinasas se redujo, ya que a las 48 h se
presentd menor actividad en comparaciéon con la obtenida con 100 g/L de sacarosa; con
concentraciones de 350 y 450 g/L se redujo fuertemente la actividad exopectinasa. Con estos
resultados se observa que en la FMS se pueden utilizar como inductores indirectos de enzimas
a azucares simples, los cuales ademds de incrementar los titulos de enzimas, reducen los
tiempos de produccion, pero también se puede presentar cierto grado de represion catabdlica a

concentraciones muy altas de estos azucares.
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En estudios realizados para obtener cepas con mayor produccion de pectinasas, Antier
y col. (1993) realizaron una seleccion de cepas sobreproductoras de pectinasas. De 248 cepas
aisladas de zonas cafetaleras, cultivadas sobre cajas Petri, solo 12 fueron escogidas para
producir pectinasas, ya que los niveles de actividad pectinolitica que presentaron fueron
iguales 0 mayores que los que report6 la cepa control (4spergillus niger CH4), de esas cepas,
se seleccionaron cuatro que en FMS sobre pulpa de café presentaron actividad pectinolitica
(tres cepas de Aspergillus y una de Penicillium). De las cuatro cepas, una de Aspergillus niger
denominada “C28B25” (la que presentd la mayor actividad, 27.7 Ul/mL de extracto crudo
enzimatico (ECE), y 135 Ul/g de pulpa seca) se utilizd para producir pectinas por FML en un
medio con pectina como inductor y diferentes niveles de sacarosa y de glucosa, empezando
por cero hasta 10 g/L. Antier y col. (1993) observaron que el sistema de pectinasas era sensible
a represion catabolica cuando la concentracion estaba entre 5 y 10 g/ de azucares, sin
embargo la adicién de pequefias cantidades de estos azicares (1 g/L) provocaba un incremento

en la produccidn de pectinasas.

Antier y col (1993), realizaron una seleccion de cepas mutadas de la cepa de
Aspergillus niger C28B25 sobreproductoras de pectinasas, variaron la Aw en presencia de 2-
desoxiglucosa en los medio de fermentacion, encontraron cepas desreprimidas y adaptadas a la
FMS sobre pulpa de café o FML. De acuerdo con la Aw, se obtuvieron dos grupos de cepas, la
AW99 (Aw = 0.99) que estaban adaptadas principalmente a la FML y las AW96 (Aw = 0.96)
mejor adaptadas a la FMS. Estos estudios muestran que la Aw puede ser una variable que
influye en la capacidad de sintesis y de excrecion de las enzimas, pero hasta ahora no se sabe

si afecta el niimero de especies quimicas o solo los rendimientos.
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En otro estudio sobre el efecto del Aw sobre la produccion de pectinasas de Aspergillus
niger CH4 por FMS, Acufia-Argiielles y col. (1994), evaluaron 3 depresores de Aw y el
etilenglicol fue el mas eficiente, pues encontraron que los titulos de actividad volumétrica se
disminuyeron, mientras que la actividad especifica se increment6 hasta 4.5 veces cuando se
redujo la Aw hasta valores de 0.90. Grajek y Gervais (1987) reportaron que la actividad
poligalacturonasa producida por Trichoderma viride por FMS decreci hasta cero cuando la
Aw se bajo hasta 0.96. Estos resultados indican que existe un efecto negativo de la depresién
de la Aw sobre la produccién de enzimas, pero no se sabe si estd relacionada directamente
sobre la sintesis de las enzimas o con la disminucién en la velocidad de crecimiento y de los

rendimientos de biomasa.

Acufia-Argiielles y col. (1995), evaluaron las propiedades fisicoquimicas y cinéticas de
tres enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger producidas por FMS y FML; obtuvieron,

primeramente altas productividades (la productividad fue calculada como (actividad)

(volumen del reactor)-! (tiempo de produccién méaxima)-1) de endo-, exopectinasas y pectin
liasas con la FMS en comparacion con las obtenidas por FML (Tabla 3); en la FMS, todas las
pectinasas fueron mas estables a valores extremos de pH y temperatura, pero los valores de K,
de las endo-pectinasas y pectin-liasas fueron mas altas que las obtenidas por FML (Tabla 4).
También encontraron a través de SDS-PAGE, que el ECE producido por FMS, present6 el
mismo nuimero de bandas que el producido por FML, pero con algunas diferencias de posicion
sobre el gel, tales diferencias en la movilidad de las pectinasas sobre el gel podrian deberse a

cambios estructurales de las proteinas.




Se ha reportado que algunas propiedades fisicoquimicas y patrones electroforéticos
pueden ser relacionados con los cambios en los niveles de glicosilacion de las enzimas;
ademas se ha mostrado que la glicosilacion incrementa la termoestabilidad de las enzimas

(Acufia-Argiielles y col., 1995).

Tabla 3. Productividad méxima de las pectinasas producidas por 4. niger CH4 en FMS y
FML.

Actividad Productividad (U mi-! vl Relacién de
productividad
FMS FML (Sélido/liquido)
Endopectinasa 0.06 0.01 6.05
Exopectinasa 0.14 0.0002 51.47
Pectinliasa 0.008 0.0002 29.2

Fuente: Acuifia-Argiielles y col., 1995.

Tabla 4. Valores de K, aparentes de las pectinasas producidas por 4. niger CH4 en FML y

FMS.
Actividad enzimatica Ky (mg/mL)

FMS FML
Exopectinasa 2.05 542
Endopectinasa 270.4 69.4
Pectin-liasa 12.8 2.28

Fuente: Acuiia-Argiielles y col.,1995.
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Minjares-Carranco y col. (1997) encontraron que Aspergillus niger produce isoenzimas
con diferencias en las propiedades pectinoliticas en extractos crudos dependiendo del sistema
de fermentaciéon (FMS y FML) y cepa utilizada en su produccién (cepa silvestre “C28B25”,
cepas mutantes; AW99-iii adaptada a FML, AW96-3 adaptada a FMS). Encontraron
diferencias en los patrones de bandas de los geles de electroforesis. En los extractos obtenidos
por FML, las cepas mutadas presentaron tres bandas extras a las que present6 la cepa silvestre
en sus extractos, ademas, en general los patrones producidos por FML fueron diferentes en

comparacién con los obtenidos por FMS.

A través de zimogramas encontraron que la actividad hidrolasa (endo y exopectinasas)
obtenida por FML fue mayor con la cepa AW99-iii, pero termosensible, mientras que las
bandas presentadas por las cepas silvestre y la AW96-3 fueron menores pero estables al
tratamiento térmico. Las cepas silvestre y la AW96-3 produjeron una mayor actividad esterasa
que la cepa AW99-iii, pero todas termosensibles. En los zimogramas de los extractos
obtenidos de las tres cepas por FMS no se observo actividad hidrolasa, pero después del
tratamiento térmico se hicieron presentes, lo cual sugiere que estas enzimas se encontraban en
forma de zimégenos y que se activaron con calor, o es posible que en los extractos se
encontraban inhibidores de las enzimas que se destruyeron por calor; al igual que en los
extractos de la FML, las tres cepas presentaron una actividad esterasa similar, pero después del

tratamiento térmico se inactivaron.
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También evaluaron la estabilidad térmica de la actividad en los extractos crudos in
vitro donde encontraron que las enzimas producidas por FML resultaron ser mas

termorresistentes que las producidas por FMS.

Diaz-Godinez (1997) evalud la espuma de poliuretano como soporte en la FMS para
producir enzimas exopectinasas, donde se observaron actividades especificas elevadas
(aproximadamente 10 veces mayor que la obtenida por FMS sobre bagazo de cafia y 100 veces
mayor que la obtenida por FML), ademas no existi6 represion catabolica por adiciéﬁ de altos
niveles de sacarosa en la FMS, mientras que en la FML se inhibi6 totalmente la sintesis de las

enzimas.

Con base en los estudios antes mencionados, se tienen evidencias de que el incremento
de azucares como la glucosa o la sacarosa al medio de fermentacién incrementan la sintesis de
enzimas por FMS y que en FML se presenta la represion catabolica. Ademads se ha observado
que dependiendo del sistema de produccion de las enzimas (FMS y FML), se presentan
diferentes patrones de secrecion de las enzimas y de las proteinas en general, posiblemente por
la composicién del medio de fermentacion, principalmente en la cantidad y tipo de fuente de
carbono, actividad de agua, y disponibilidad fisica de los nutrimentos. Sin embargo no se sabe
si la mayor productividad de las pectinasas en FMS con respecto a la FML se debe a una
mayor produccién de biomasa (X) en presencia de altos niveles de aziicares sin represion

catabolica o si ademads se debe a un rendimiento mas alto de la enzima por unidad de biomasa

(Ul/gX).
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4. HIPOTESIS.

1.

La mayor productividad de las exopectinasas de A. niger cultivado por FMS con
respecto a la obtenida por FML se debe, principalmente a una mayor produccion de
biomasa, dado que en la FMS existe un mayor y mds rapido crecimiento en presencia
de azucares como la sacarosa o la glucosa y de una pequefia cantidad de inductor sin

que se presente represion catabolica.

La depresion de la Aw por la adicion de etilenglicol conduce a un metabolismo mas
lento de A. niger, lo cual retarda el crecimiento y como consecuencia disminuye la

produccion de las exopectinasas.

El uso de la PUF como soporte inerte en la FMS, eliminara las posibles interferencias
que pudiera tener la degradacion del soporte durante el crecimiento de A. niger,
reflejandose en mayores actividades especificas en comparacién con las obtenidas por

fermentacion sumergida.
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5. JUSTIFICACION.

Las pectinasas tienen un mercado amplio, y por otro lado, la FMS ha resultado mas
eficiente en la produccion de éstas enzimas que la FML, ya que las productividades (UI mL"!
h™') obtenidas por FMS son mayores, ademas, presentan mayor estabilidad a cambios de pH'y
mayor termorresistencia; quizd debido al grado de glucosilacion (Acufia-Argiielles y col.,
1995, Minjares-Carranco y col., 1997; Kawano y col., 1999). También se ha observado que la
Aw es un factor que disminuye la produccion de enzimas amilasas (Grajek y Gervais, 1987) y
de pectinasas (Acufia-Argiielles y col., 1994; Taragano y Pilosof, 1999), pero no se sabe si la
depresién de la Aw tiene un efecto directo sobre la sintesis de las pectinasas o si la
disminucion de la actividad es consecuencia de la disminucion de la velocidad de crecimiento
de la biomasa. Por otro lado se han hecho estudios sobre la utilidad de la PUF como soporte en
la FMS, donde se han obtenido extractos crudos enzimaticos con una elevada actividad
especifica, (Zhu y col., 1996; Diaz-Godinez., 1997), y se ha observado que no hay represion

catabdlica de las pectinasas por adicion de sacarosa de hasta 100 g/L.

Sin embargo, no se sabe con certeza cuales son las causas de las diferencias en las
actividades enzimaticas producidas por FML y por FMS. Se ha pensado que la depresion de la
Aw o el tipo de inductor podrian ser sefiales que inducen la sintesis de diferentes enzimas
(enzimas con diferente grado de glucosilacién o de diferente cadena polipeptidica, que en
ambos casos se reflejaria en el peso molecular de las enzimas, observado en geles de

electroforesis en condiciones desnaturalizantes). También se ha sugerido que la mayor
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productividad de la FMS est4 relacionada con una mayor productividad intrinseca de la
biomasa (4. niger) medida por el coeficiente de rendimiento de’la enzima con respecto a la
biomasa (Ygx), 0 porque existe un mayor y mas rapido crecimiento, evaluados por los
parametros de velocidad especifica de crecimiento (u h') y por la biomasa méxima (Xmax g/L)
(los pardmetros cinéticos se describen en la seccion 7.8. de ésta tesis). La produccion de
enzima por unidad de biomasa por unidad de tiempo también podria ser diferente en la FMS
con respecto de la FML (uYg/x, Ul/gXh). Es por eso que en este estudio se decidié utilizar un
sistema de FMS que permitiera establecer y controlar las mismas variables que en la FML, y
asi poder determinar los factores que influyen en las diferencias de actividad de las
exopectinasas obtenidas en ambos sistemas de fermentacion. Se pensé en un sistema que

tuviera las siguientes caracteristicas:

1. Un soporte solido, inerte (no biodegradable), sin agentes inhibitorios del crecimiento,
altamente higroscopico, esterilizable, con una elevada porosidad y de facil compresion
mecéanica para extraer y lixiviar el licor de cultivo que contuviera las enzimas
extracelulares. Estas propiedades fueron satisfechas por la PUF de baja densidad
(Raimbault y col., 1989; Zhu y col., 1994, 1996, Diaz-Godinez, 1997, Hakil y col.,

1999).

2. Un disefio experimental en el que, gracias a las propiedades descritas del soporte
s6lido, se pudiese medir con precision y reproducibilidad la biomasa, por incremento

de materia solida en el sistema, ademés de evaluar el consumo de sustrato y la
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actividad enzimatica excretada al licor de fermentaciéon. Ademas que la composicion
del medio de cultivo fuera completamente definida por el empleo de compuesto

quimicos de grado analitico.

Un modelo cinético de tipo logistico asociado a la produccion de la enzima que es
descrito en detalle en la seccion 7.8., el cual permita evaluar en forma precisa y facil
los pardmetros fisiologicos de las fermentaciones, para su posterior comparacion

estadistica orientada a la prueba de las hipétesis de este trabajo.
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6. OBJETIVOS.

6.1. OBJETIVO GENERAL.

Explicar las causas de la mayor productividad y de las diferencias de los titulos de

actividad exopectinasa de 4. niger presente FMS con respecto a la obtenida en la FML.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Caracterizar las fermentaciones sumergida y solida en cuanto a crecimiento de Aspergillus

niger y a su produccién de pectinasas a diferentes niveles de Aw, en dos diferentes medios de

cultivo (con y sin sacarosa).

2. Caracterizar parcialmente los extractos crudos enzimaticos. Evaluaciéon de la actividad

exopectinasa, concentracion de proteina, actividad de proteasas, asi como la realizacién de

cromatografias de isoelectroenfoque y zimografia.
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7. METODOLOGIA.

7.1. MICROORGANISMO.

Se uso la cepa silvestre de Aspergillus niger C28B25 (Boccas y col., 1994; Minjares,
1992; Antier y col., 1993), misma que se propago6 a 30°C por 72 horas, y se mantuvo a 4°C en

agar dextrosa y papa.

7.2. CONDICIONES DE CULTIVO.

7.2.1. Medios de cultivo.

Se usaron dos medios de cultivo sintéticos: medio con sacarosa (McS) y medio sin
sacarosa (MsS). cuyas composiciones se muestran en la Tabla 5, se evaluaron dos actividades
de agua: Aw = 0.995, sin etilenglicol y Aw = 0.96, ajustada con 10% de etilenglicol (se
evaluaron tres depresores de Aw, de los cuales se eligio el etilenglicol por los motivos que se
discuten en la seccion 8.1. de esta tesis). Ambos medios se evaluaron en la FML y en la FMS,

donde el pH inicial fue de 4.5.

Para evaluar el efecto del grado de metoxilacién de la pectina sobre la variedad de

pectinasas se utilizé el medio McS, en la FMS sobre PUF, donde se sustituy6 la pectina con
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8% de metoxilacién por pectinas con 0, 31, 68 y 93 % de metoxilacion asi como con pectato

extraido de la pulpa de caf€.

Tabla 5. Composicién de los medios utilizados en la FMS y en la FML.

Constituyente McS MsS
(g/100g medio) (g/100g medio)
Pectina 1.5 1.5
(8% metoxilacidn)
Sacarosa 4.0 0.0
(NH4),SO4 1.26 0.29
K>;HPO, 0.65 0.177
Urea 0.3 0.1
MgS0,-7H,0 0.02 0.0066
FeSO4-7H,0 0.029 0.0096
MnCl,-4H,0 1x10™ 1x10”
ZnCl, 1x10” 1x10”
CuSO, 1x10™ 1x10”
Agua 92.94 97.69
C/N 5.75 5.72
C/P 7.37 8.50
C/S 19.88 19.46

Fuente: Diaz-Godinez, 1997 (modificado).

7.2.2. Fermentacion sumergida.

Los cultivos en medio liquido se realizaron por triplicado en matraces Erlenmeyer de
125 mL. Se colocaron 50 mL de cada medio y se inocularon bajo condiciones asépticas con
108 esporas por gramo de fuente de carbono. Todos los cultivos fueron incubados a 35°C y

agitados a 200 rpm en un agitador orbital.




7.2.3. Fermentacion solida.

Como soporte para la FMS se utilizé espuma de poliuretano (PUF) de baja densidad
(17 kg/m3) cortada en cubos de 0.5 cm por lado. Los cubos de PUF se lavaron dos veces con
agua caliente y una vez con agua templada. Las FMS se realizaron por triplicado en matraces
Erlenmeyer de 250 mL, con 1 g de la PUF seca y estéril mezclada con 30 mL del medio
liquido. Se inocularon bajo condiciones asépticas con 108 esporas por gramo de fuente de
carbono. Todos los medios se incubaron a 35°C y fueron agitados manualmente al menos tres

veces al dia para homogenizar el medio (Diaz-Godinez, 1997).

7.3. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS ENZIMATICOS Y DE LA

BIOMASA.

En la FML, el ECE se obtuvo por filtrado y retencién de la biomasa a través de papel
filtro Whatman No. 4 a peso constante. El ECE se filtr6 a través de membranas Millipore
(0.45 pm). La biomasa retenida sobre el papel Whatman se sec6 hasta peso constante para su

cuantificacion.

En el caso de la FMS, el ECE se obtuvo por prensado de la PUF a través de un embudo
Buckner, mezclado con 6 mL de agua destilada usada en el lavado de la PUF después del
primer prensado (para recuperar el volumen perdido por evaporacion, que representd el 20%

del volumen total). El ECE se filtr6 a través de membranas Millipore (0.45 um). La biomasa -
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producida se quedé inmovilizada sobre la PUF, y los residuos del medio de cultivo se
eliminaron con 3-4 lavados mas, y después de secar la PUF hasta peso constante se pudo
determinar la cantidad de biomasa producida (Zhu y col., 1996; Diaz-Godinez 1997). El pH de

los ECE se midio6 por potenciometria.

7.4. CUANTIFICACION DE LA PROTEINA EXCRETADA.

La proteina total excretada fue medida en los ECE libres de células por el método de
Bradford (1977). A 50 uL de ECE se le adicionaron 200 pL del reactivo de Bradford, el volumen
ajusté a 1 mL con agua destilada, y se ley6 la absorbancia a 595 nm. Se usé la albiimina sérica

bovina como proteina estandar.

7.5. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD EXOPECTINASA.

La actividad exopectinasa (AVP) se determiné por el método del &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) mediante la evaluacion del incremento de los azicares reductores (Miller,
1959) después de incubar la enzima (10 pLL de ECE) con 400 pL de sustrato (10 mg/mL de acido
poligalacturénico) y con 500 pL de buffer de acetatos 0.1 M a pH 4.5, por 15 min a 45 °C. Una
unidad internacional de actividad exopectinasa (UI) se considerd como la cantidad de enzima que
libera un micromol de 4cido galacturénico por minuto bajo las condiciones de experimentacion
(Acufa-Argtielles y col., 1995). Las Ul por unidad de volumen se consideraron como la actividad

volumétrica, y las Ul por mg de proteina se consideraron como la actividad especifica (AEP).
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7.6. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE PROTEASAS

EXTRACELULARES.

La actividad de proteasas se midié en los ECE libres de células, por cambios en la
absorbancia a 520 nm producidos en la mezcla de reaccion de 50 pL de ECE, 850 uL de
azocoll (Sigma) al 5% en buffer de acetatos 0.1M y pH = 4.5, e incubados a 35 °C por 30 min.
La reaccion fue detenida con 100 pL de 4cido tricloroacético al 5%. Una unidad (U) de
actividad de proteasas fue definida como la cantidad de enzima que libera grupos Azo, los

cuales producen un incremento de 0.001 de absorbancia por minuto (Dosoretz y col., 1990a,

1990b).

7.7. AZUCARES RESIDUALES.

El consumo total de azucares fue evaluado midiendo los azlcares residuales por el

método de Antrona (Trevelyan y Harrison, 1952).

7.8. ESTIMACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS.

Las curvas de crecimiento fueron establecidas por la ecuacion logistica:

AX/dt = p(1-X/Xma) X (1)
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donde, 1t es la maxima velocidad especifica de crecimiento y Xmax €8 la biomasa maxima (o de
equilibrio) producida cuando dX/dt = 0 para X > 0. La solucion de la ecuacion (1) es la

siguiente
X = Xma/ (1+ Ce™) (2)
donde, C = (Xmax -X0)/Xo ; cuando X = X, es el valor inicial de la biomasa.

La estimacion de los parametros cinéticos de las ecuaciones previas fue hecha
mediante un procedimiento de minimizacién de las sumas de los errores usando el programa
llamado “Solver” presente en la hoja electronica de Excel (Microsoft). El rendimiento tedrico
de enzimas con respecto a la biomasa (Ygx calc) fue estimado como la pendiente de la

correlacion lineal inicial entre E (UI/L) y X (gX/L). Se calculé la productividad tedrica de las
enzimas (PRt = pw*Xma™ YE/x), ¥ la productividad observada en los picos de actividad (PRo =
AVP/Tiempo fermentacion). También se calcularon, el rendimiento de la biomasa con
respecto al sustrato (Yxss = Xmax/AS) donde AS es el consumo de sustrato, la tasa especifica de

formacioén de enzima (qp, = p*Yg/x), y la tasa de utilizacion de sustrato (qs = W/ Yxs).
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7.9. ISOELECTROENFOQUE.

Para realizar el isoelectroenfoque se tomaron dos ECE dializados con mayor actividad
exopectinasa en los tiempos 6ptimos de cada fermentacion (para la FMS: medio McS con Aw
= 0.995 y 0.96; para la FML: medio MsS con Aw = 0.995 y 0.96). Estos experimentos se
realizaron en un Rotofor (BioRad), con anfolitos (electrolitos con diversos pK’s) de intervalo

de 3-10 de pH.

7.10. ZIMOGRAMAS PARA LA DETECCION IN SITU DE LA ACTIVIDAD DE

PECTINASAS.

Los zimogramas se realizaron con alicuotas de los ECE dializados obtenidos por FMS
y por FML con ambos medios de cultivo y con ambas Aw, de los tiempos de méxima
actividad. Posteriormente, se hicieron comparaciones entre los ECE de mayor AVP de cada
sistema de fermentacion, que fueron de la FMS con McS a Aw= 0.995 y 0.96, y de la FML
con MsS a Aw= 0.995 y 0.96, asi como también a los ECE obtenidos en las FMS con pectinas

de diferentes grados de metoxilacion.

La actividad pectinasa fue detectada in situ, usando la técnica modificada SDS-PAGE
de Laemmli (1970). El gel de separacion contenia 9% de acrilamida, 2.7% de bis-acrilamida y
0.5% de pectina (8% de esterificacion). El gel de empaquetamiento contenia 4% de acrilamida

¥ 2.7% de bis-acrilamida. La concentracion de SDS fue de 0.1% en el gel. El buffer de corrida
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contenia: 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 35% glicerol, 0.01% de azul de bromofenol y 10% de SDS.
Las muestras de ECE (0.08-0.1 Ul cada una) fueron corridas en geles de 1.5 mm de espesor en
un sistema de electroforesis Mini-Protean II (BioRad) a 150 voltios por 1 a 1.25 h. Después de
la corrida, los geles fueron lavados con agua destilada y desionizada con ayuda de un agitador
orbital (20-30 rpm) por 5-6 h, con un cambio de agua cada hora para eliminar el SDS y
renaturalizar a las proteinas. Posteriormente, los geles fueron incubados por 36 a 48 h a
temperatura ambiente en buffer de acetatos 0.1M a pH 4.5. Después de la incubacion, los geles
fueron lavados 2 o 3 veces con agua desionizada, 1 min cada vez, para eliminar el exceso de
buffer, por lltimo se tifieron con una solucién de rojo de rutenio al 0.02% por 30 min (Ried y
Colmer 1985; Cruickshank y Wade 1980). La actividad hidrolitica aparecié como zonas
claras. La movilidad relativa (Ry) y los pesos moleculares de cada banda con actividad de
pectinasa fueron calculados con la ayuda de estandares pretefiidos para SDS-PAGE, de bajo

peso molecular (BioRad).

7.11. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los experimentos, asi como las determinaciones quimicas y bioquimicas se
realizaron por triplicado. Se calcularon las medias y desviaciones estandar para la obtencién
de las curvas. E} ANOVA y la prueba de diferenciacién de medias por el método de Duncan se

realizaron a los valores de Xnma y de AEP, mediante el paquete estadistico SAS (Statistical

analysis system).
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8. RESULTADOS.

8.1. EVALUACION DE DEPRESORES DE ACTIVIDAD DE AGUA.

La Aw obtenida después de la esterilizacién, tanto para la FML, asi como para la FMS
(medio sintético embebido en la PUF) fue de 0.995, lo cual nos indica que la PUF no tiene
interaccion con el agua y ésta se encuentra totalmente libre, por lo que en ambos sistemas de
fermentacién el agua se encuentra fisicamente igual, es decir con la misma movilidad y
disponibilidad, solo que en la PUF la relacion 4rea/volumen es aproximadamente 300 veces
mayor que en el medio liquido. Para abatir la Aw se probaron a diferentes concentraciones en
el medio de cultivo de la FMS de etilenglicol (EG), de polivinilpirrolidona (PVP) y de
polietilenglicol (PEG). El primero resulté ser el mas eficiente, ya que como se observa en la
Figura 6, la PVP y el PEG perdieron su efecto de depresion de Aw después de una
concentracion del 3%, reduciendo la Aw hasta 0.99 que no era suficiente. El efecto del EG fue
proporcional a su concentracion, dando lugar a una Aw = 0.98 con una concentracion del 5% y
una Aw = 0.96 con 10% de EG. Dado que el etilenglicol fue el compuesto mas efectivo en la
FMS, se procedi6 a evaluarlo en el medio de la FML. En la Figura 7 se observa que el efecto
en la depresion de la Aw fue muy similar al que se presenté en la FMS. Por lo tanto, las
fermentaciones se trabajaron sin depresor con Aw = (0.995 y con una Aw = (.96 ajustada con

10% de EG, (se hicieron fermentaciones preliminares donde se utilizé un 5% de EG para

ajustar la Aw = 0.98).
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Figura 6. Evaluacién del efecto de la concentracion de tres compuestos sobre la Aw en el

medio para FMS sobre PUF. Polivinilpirrolidona (4), Polictilenglicol (m), Etilenglicol (4).

0.98 A

0.96 -

Aw

0.94 +

0.92 -

0-9 T I 1 I T i
0 2 4 6 8 10 12 14 16
% de EG

Figura 7. Evaluacion del efecto de la concentracién de etilenglicol sobre la Aw en el medio de

la FML.
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8.2. CINETICAS DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE EXOPECTINASAS.

8.2.1. Fermentaciones preliminares.

Se realizaron FMS sobre PUF a dos Aw diferentes (Aw = 0.98 y 0.96), se hicieron
muestreos cada 12 h hasta las 60 h de fermentacion, con el fin de encontrar los tiempos de
esporulacién del hongo bajo esas condiciones de Aw, y asi poder establecer los tiempos de
muestreo y finalizacion de las siguientes fermentaciones. No se realizaron fermentaciones con
una Aw = 0.995 (sin depresor de Aw), porque ya se tenian antecedentes del tiempo de

esporulacion que empieza a las 24 h (Diaz-Godinez, 1997).

Se encontr6 que el crecimiento del hongo a una Aw = 0.98, empieza a detenerse a las
24 h, pero es hasta las 36 h cuando ha esporulado completamente, mientras que con una Aw =
0.96 el crecimiento se detiene hasta las 36 horas y a las 48 h esporulé completamente (Figura
8). Se observo que la disminucién de la Aw hasta 0.98 afecta muy poco la cantidad de
biomasa que se produce y los tiempos de esporulaciéon son muy parecidos a los obtenidos a
una Aw = 0.995. La disminucién de la Aw hasta 0.96, provoco retardos en el crecimiento, asi
como también los rendimientos de Xax fueron menores. Con base en estos resultados se
decidié trabajar solamente con Aw = 0.995 y 0.96, puesto que la Aw = 0.98 no mostr6
cambios significativos en el crecimiento de 4. niger, y lo que buscamos en este trabajo es

relacionar los cambios en productividades enzimaticas con cambios fisioldgicos del hongo.
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Figura 8. Curvas de crecimiento de 4. niger por FMS sobre PUF a dos diferentes Aw. 0.98

(©), 0.96 (0).

8.2.2. Biomasa.

En los experimentos realizados tanto en la FMS como en la FML, se utilizaron dos
medios de cultivo (con y sin sacarosa), cuya composicion se muestra en la Tabla 5, ademas se
evaluaron dos Aw (0.995 y 0.96). En la Figura 9 se muestran las curvas de crecimiento de 4.
niger bajo las condiciones de experimentacidn establecidas. Se observéd que la sacarosa es un
componente importante en el crecimiento del hongo ya que los maximos valores de biomasa
en FMS y en FML se presentaron con el medio McS. La FMS con alta Aw y con McS produjo
los titulos mas altos de biomasa (Xnax) que fue de 23.9 g/L, (Figura 9a, Tabla 6), seguido de la

FMS con el mismo medio pero con Aw= 0.96, la cual mostrd un valor de Xmax = 18.5 g/L.
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La biomasa obtenida por FML con el medio McS y Aw de 0.995, produjo poco menos
de la mitad que la FMS bajo las mismas condiciones (11 g/L), y cuando se redujo la Aw en ese
mismo medio, la biomasa obtenida fue de 9.9 g/L, que también es aproximadamente la mitad
de la obtenida por FMS bajo las mismas condiciones. Analizando los experimentos realizados
con el medio MsS (Figura 9b), se observd que los valores de Xmax disminuyeron drasticamente
en comparacion con los obtenidos con el medio McS, notando que la ausencia de sacarosa fue
la principal causa. Cuando se evalud el medio sin sacarosa y una Aw =0.995, la Xnax obtenida
en la FMS no presenté diferencia significativa con la obtenida por FML en las mismas
condiciones de experimentacion (Tabla 6), mientras que cuando se redujo la Aw hasta 0.96, la
FML presentd poco mas del doble de Xyax que la FMS, pero en ambos casos los valores
fueron muy pequefios. Con estos resultados se puede observar que al incrementar la fuente de
carbono se incrementan los rendimientos de biomasa, pero mucho mas en la FMS que en la
FML, posiblemente porque la FML se encuentre limitada por oxigeno. En otras palabras, al
incrementar la concentracion de azicares, se incrementa la demanda bioquimica de oxigeno, y
en el medio liquido no se satisfacen las demandas por la baja solubilidad del oxigeno (= 6
mg/L), mientras que en el aire la solubilidad del oxigeno es aproximadamente 50 veces mayor
(= 304 mg/L). Lo anterior se comprueba al observar que la FMS y la FML sin sacarosa y Aw
= 0.995 produjeron la misma cantidad de Xnax, pues la demanda bioquimica de oxigeno es
baja y se satisface con las cantidades de oxigeno disuelto, sin embargo, al incrementar la
cantidad de fuente de carbono, la FML no satisface la demanda bioquimica de oxigeno,

reflejandolo en una disminucion de biomasa producida con respecto de la FMS.
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Tanto en la FMS como en la FML, la depresién de la Aw es una condicidn de estrés
para el hongo, la cual se refleja en la disminucion de las velocidades especificas de
crecimiento (Tabla 6). Se puede apreciar que la FMS con el medio McS y una Aw = 0.995
present6 el valor mas alto de p (0.47 h™"). La FMS con la misma Aw pero con el medio MsS
mostré una p= 0.23 h™', al igual que la FML con el medio MsS a las dos Aw. Estos resultados
muestran que la disminucion de la Aw provoca una disminucion en la p y en la Xpax, lo cual
comprueba la segunda hipotesis de esta tesis, indicando que la baja Aw es un factor

antagénico al crecimiento de 4. niger.

Tabla 6. Parametros cinéticos de crecimiento de 4. niger y los valores maximos de actividad

exopectinasa.
Sistema Aw Medio |pn Xinax AVP** AEP**
(h'l) (g/L) (UI/L) (UI/mg proteina)
0.995 |McS* [047 23.9%(0.87) |7150%(450) 382
FMS MsS*  [0.23 4.4°(0.06) |623%°(16.5) |29
096 |McS 0.18 18.5°(1.04) [1911°(141) |91
MsS 0.15 1.28(0.08) |541°(8.1) 33
0.995 |McS 0.19 11.0°(0.12) {0 0
FML MsS 0.22 4.38°(0.06) |1714°(34) 181
0.96 |McS 0.07 9.9%0.47) |0 0
MsS  |0.22 2.77(0.13)  [1146°(165) |[119

Las medias con la misma letra no son significativamente diferentes. Los nimeros en paréntesis corresponden a la
desviacion estandar.

* Mc8 = 40 g/L sacarosa, MsS = sin sacarosa.
** AVP = Actividad volumétrica exopectinasa, AEP = Actividad especifica exopectinasa (A VP/mg proteina).
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Otro aspecto importante que se observo en estos experimentos fue que, el hongo
presentd una fase de adaptacion més larga en la FMS cuando se utilizé el medio MsS, por lo
que la sacarosa ademas de promover el incremento en los rendimientos de la biomasa, también
ayudo a que el crecimiento fuera més rapido y que exista menos consumo de energia en la fase
de adaptacion cuando se crece sobre el soporte slido. Es importante mencionar que las curvas
de crecimiento se ajustaron con altos coeficientes de correlacion (R*>0.98) en todos los casos,

mostrando que la ecuacion (1) es un buen modelo para explicar estos procesos de crecimiento.

8.2.3. Consumo de sustrato.

En la Figura 10a se muestra el perfil de consumo de la pectina y sacarosa, mientras que
en la Figura 10b se observa el consumo de la pectina, en ambas fermentaciones. Es importante
hacer notar que en todos los experimentos la cantidad de azucares al final de la fermentacién
fue minima (se agotaron los azicares), lo que muestra, que las diferencias en rendimiento de
biomasa no estuvieron determinadas por las diferencias en consumo de sustrato, pues
existieron diferencias en las velocidades de consumo, pero no en la cantidad asimilada. La
velocidad de consumo de sustrato estuvo inversamente relacionado con la velocidad de
crecimiento del hongo, por lo que, en las condiciones de mayor velocidad de crecimiento, la

velocidad de consumo de sustrato también fue mayor.

76




‘sojoquus so[ anb sogonbad spw uoIany sojeatdiul sof ‘sojund soungje ug (¢ = U) JEPUBISI SFUOIOBIASIP SB[ & Udpu0dsaLiod ojund eped U3 SO[BAINI SO
‘960 =MV UBDIPUI SOIOBA SOJOqUIIS SO[ A G66°() =M UBDIPUI SOUI[| so[oquuils SO (@) TN 1od £

(W) 1Nd 2190s S 10d "(q) SSJA OIP3A £ (B) SOIN OIPIJN U0D 4231u snji34adsy 10d OJeIISIS 9p OWNSUOD 3P SeAIN)) *(] eAn31y

(q) uordvyudULId f 9p odurar |, (4) ugpeIUdWIA J op odwaL], _

0L 09 06 oYy 0¢€ 0z 01 0 0L 09 0¢S oy 0t 0¢ 0l 0

L L

/8

/3

.
7

saJednze
sa.Iednze

@ ()

77




Se observo que la velocidad de consumo fue mayor cuando se utilizé el medio McS
(Figura 10a), el cual contenia 15 g de pectina y 40 g de sacarosa, que cuando se utiliz el
medio MsS (Figura 10b), que contenia solo 15 g de pectina. Lo anterior muestra que el hongo
utiliza mas rapido y mas eficientemente a la sacarosa (disacarido) que a la pectina
(polisacérido); es decir, mientras que el hongo tenga sacarosa en el medio, crecera mds rapido,
y al existir mas biomasa, habrd mayor producciéon de exopectinasas para hidrolizar a la
pectina. Se sugiere que en la FMS, el hongo realiza un co-metabolismo de la sacarosa y de la
pectina, utilizando la sacarosa como fuente de carbono (sin represion catabdlica) en la
produccion de biomasa y la pectina como inductor de las exopectinasas, las cuales liberaran

acido galacturonico que utilizaran también como fuente de carbono.

Por otro lado, en la FML, se present6 el fendmeno de represién catabdlica de las
exopectinasas por presencia de azucares simples, por lo que se sugiere que el hongo presento
un crecimiento diduxico, donde utilizd la sacarosa como unica fuente de carbono y energia, sin
utilizar la pectina, pero cuando se agot6 la sacarosa, empezé a utilizar la pectina excretando
exopectinasas; pero el crecimiento del hongo podria limitarse no solo a las cantidades de
azucares disponibles sino a espacios y disponibilidad de oxigeno. Se pudo observar que con
los mismos medios de cultivo, pero con diferente sistema de fermentacion, los rendimientos de
biomasa fueron diferentes (la FMS presentd el doble de la FML), lo cual sugiere que existe
una limitacién de oxigeno en el medio liquido por su baja solubilidad en el agua (~ 6 mg/L),
mientras que la solubilidad del oxigeno en el aire es aproximadamente 50 veces mayor (~ 304

mg/L).
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8.2.4. Actividad exopectinasa.

La Figura 11 muestra los perfiles de actividad exopectinasa (AVP) obtenidas en las
fermentaciones. Se hace notar el efecto de la sacarosa sobre la actividad (Figura 11a), ya que
en la FMS actud como un inductor indirecto, mientras que en la FML actué como un represor
de la sintesis de exopectinasas. La méaxima actividad obtenida fue en la FMS con el medio que
contenia sacarosa y una Aw de 0.995 (Tabla 6) mientras que esta fermentacion a la misma Aw
pero sin sacarosa (Figura 11b), present6 aproximadamente 10 veces menos actividad. La FML
presentd AVP con los medios que no contenian sacarosa, mostrando un valor ligeramente

mayor en la fermentacién con Aw = 0.995.

La sacarosa provocd represion catabdlica en la FML a ambas Aw, por lo menos hasta
las primeras 30 h de fermentacion, sin embargo, durante ese tiempo existié crecimiento del
hongo, lo cual nos sugiere que al agotarse la sacarosa, desaparecié la represion catabolica,
aunque la actividad presentada después de las 30 h fue muy pequefia (20 veces menor que la

méxima de la FMS).

En los experimentos sin sacarosa, la FML en ambas Aw (Figura 11b) presentd AVP
mayores que la FMS, lo que muestra que, solo en presencia de sacarosa la FMS es mas

eficiente que la FML.

Comparando ambos sistemas de fermentacion, podemos decir que la actividad obtenida

por el mejor sistema de FMS (Aw = 0.995 y medio McS) es aproximadamente cuatro veces

79




mayor que el mejor de la FML (Aw = 0.995 y medio MsS). En la FMS con el medio McS y
Aw de 0.995 se presentaron dos picos de actividad, el primer pico se presenté a las 15 h, y el
segundo a las 24 h de fermentacidn, éste ultimo fue aproximadamente mayor en un 40% con
respecto del primero; en las otras tres FMS se presentd un pico de actividad a las 20 h de
fermentacion. La FML con el medio con sacarosa presentd represion catabdlica en ambas Aw,
mientras que con el medio sin sacarosa y Aw de 0.995, se present6 la maxima actividad a las
20 h y se mantuvo hasta las 48 h de fermentacion. Al disminuir la Aw hasta 0.96, la actividad
maxima se present6 desde las 36 h y se mantuvo hasta las 60 h de fermentacion. El efecto de
la depresion de la Aw sobre la p y sobre la Xpax (Tabla 6) en la FMS y en la FML comprueba
la segunda hipdtesis de esta tesis indicando que la baja Aw es un factor antagoénico al
crecimiento de 4. niger. Sin embargo en la FMS, la disminucion de la Aw incrementé el Ygrx,
tanto con el medio MsS como con el medio McS, lo cual sugiere que la produccion de la
enzima puede estar regulada por procesos diferentes a los de la regulacion del crecimiento de

A. niger.
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8.2.5. Proteina excretada.

En la Figura 12 se muestran los perfiles de proteina excretada. En general, Los titulos
se mantuvieron cercanos a 0.02 mg/mL hasta las 30 horas de fermentacion, para alcanzar
valores de 0.06-0.08 mg/mL, mostrando mayores titulos las fermentaciones sin sacarosa. La
FMS con medio McS (Figura 12a) a una Aw de 0.995 presentd en las primeras 18 h el valor
mas bajo, del orden de 0.001 mg/mL, para después incrementar su valor hasta 100 veces a las

36 h, este fue el mayor de todos los casos.

8.2.6. Actividad especifica de las exopectinasas.

Las diferencias en cuanto a la AEP estuvieron dadas en pequefio grado por las
diferencias en la concentracion de proteina en los ECE, pero fuertemente afectadas por los
diferentes niveles de actividad volumétrica. Se pudo observar que, la FMS con el medio McS
y Aw de 0.994 present6 cerca de 400 Ul/mg (Figura 13a), la cual fue poco mas del doble que
la obtenida por FML con el medio MsS y Aw de 0.995 (Figura 13b), en ambos casos fueron
los maximos valores para cada fermentacion. Por otro lado, en la FMS con el medio sin
sacarosa a ambas Aw, presentd valores de 30 Ul/mg, los cuales fueron menos de la décima
parte obtenida en presencia de sacarosa y elevada Aw. La FML con medio McS presentd
represion catabodlica por lo que los valores de actividad no se pudieron calcular y se reportaron
como cero. Es importante mencionar que los picos de AEP en la FMS se presentaron en las

primeras horas de fermentacion.
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En la Figura 13a se aprecia que la FMS con Aw de 0.995 present6 un solo pico a las 15
h y cuando la Aw fue de 0.96, el principal pico se presenté a las 20 h. En la FML se
presentaron los picos de actividad a tiempos mas tardios. En la Figura 13b se puede observar
que el pico de actividad de la FML con Aw de 0.995 se presentd entre las 24 y 30 h de
fermentacion, mientras que con una Aw de 0.96, el pico se presentd hasta las 36 h de
fermentacion. Este resultado comprueba la tercera hipdtesis de ésta tesis, que indica la
produccién de ECE’s con menor cantidad de proteinas no deseables en la FMS sobre PUF en

comparacién de la FML.
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8.2.7. Rendimientos y productividad de las exopectinasas.

Se observo en la FMS que la depresion de Aw fue un factor que incrementd el
rendimiento Yg/x (Tabla 7), ademds, el medio sin sacarosa presenté el valor mas elevado,
posiblemente porque el hongo tenia solo a la pectina como fuente de carbono, pero no tuvo
impacto sobre los titulos totales de actividad, porque al disminuirse la cantidad de azicares se
redujo la cantidad de biomasa y como consecuencia la cantidad de exopectinasas fue menor.
En la FML se corrobor6 el efecto de la represion catabolica de las exopectinasas por la
presencia de sacarosa. En las fermentaciones sin sacarosa, se observé que la Aw no tuvo
efecto sobre €l rendimiento, ya que en ambos casos fue similar y su valor fue mayor que los
valores obtenidos por FMS con Aw = 0.995. Con estos resultados se aprecia que la depresién
de la Aw es un factor que puede incrementar los rendimientos en la FMS, pero como también
limita el crecimiento del hongo, la actividad total se ve disminuida. Por otro lado, los
rendimientos en la FML no se ven afectados por la depresién de la Aw, pero la Xpay si se

disminuye, por lo que los titulos de actividad también son menores.

La FML es mas eficiente productora de exopectinasas por unidad de biomasa que la
FMS, pero presenta baja disponibilidad de oxigeno lo que provoca que se obtengan bajos
niveles de biomasa y como consecuencia bajos titulos de actividad (Tabla 6). Este resultado
indica ciue la mayor produccion de exopectinasas en la FMS se debe a una mayor produccién

de biomasa, sin represion catabdlica, lo cual prueba la hipétesis principal de esta tesis.
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Las posibles razones por las que la FMS produce més biomasa en presencia de
elevados niveles de azucar y por consecuencia elevados titulos de actividad sin represion
catabélica, son de tipo fisicoquimico, ya que aproximadamente, en la FML se tiene una
relacién 4rea/volumen de 0.5 cm*/cm’, mientras que para la PUF utilizada en la FMS bajo las
condiciones que se trabajaron en éste estudio es de aproximadamente 160 cm?/cm’, lo cual nos
dice que la FMS tiene mayor area disponible para el crecimiento del hongo en forma de redes
de grosores muy pequefios (~ 200 um) en contacto con la fase gaseosa, mientras que en el
medio liquido, el crecimiento se da en forma de pellets que pueden llegar a medir hasta 2 mm
de didmetro, los cuales tienen menos disponibilidad de oxigeno. Por otro lado, los tiempos de
mezclado en el medio liquido son muy cortos (= 4 s) mientras en el medio sélido son muy
lentos por lo que se favorecen gradientes de concentracion de las fuentes de carbono; los
coeficientes de difusividad de sélidos en medios liquidos son mayores que en los solidos
porosos, lo cual favorece que en el medio liquido exista una alta concentracion de sacarosa en
la interfase sélido-liquido (en la superficie del pellet), mientras que en la PUF las
concentraciones son menores. En el caso del oxigeno, la difusividad depende del area
superficial de contacto, ya que el coeficiente de transferencia de masa (k;) se incrementa
cuando existe mayor area de contacto (ki,). En los medio liquidos, el oxigeno suministrado en
forma de pequefias burbujas incrementa la difusividad hasta 100 veces. Dado esto, se observa
que el medio liquido esté limitado de oxigeno, y como el crecimiento es en forma de pellets de
tamafio macroscopico, el micelio podra acceder al sustrato y al oxigeno solo por difusién de

éstos dentro del pellet. Pirt (1975) establecié las ecuaciones para determinar el radio critico
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(Rc) del pellet (Figura 14), el cual es el suficientemente aireado y que se obtiene con la

ecuacion (3).
Rc = (6 Do Yxs/pp)'? 3)
Donde Do es el coeficiente de difusividad del sustrato, p es la densidad de la biomasa.

Con la ecuacion (3) se estima que aproximadamente el 3-5 % del radio total del pellet
tiene suficiente oxigeno (Figura 15a), pero también elevados niveles de sacarosa, por lo que en
esa parte se presenta represion catabdlica, mientras que en el 95-97 % restante del micelio
donde la concentracién de sacarosa es menor (por problemas de difusion), el oxigeno se
encuentra en minimas concentraciones, por lo que el hongo no puede realizar un metabolismo
completamente aerobio, y €l consumo de sustrato no se destina para la sintesis de biomasa ni
de enzimas exopectinasas, sino de otros metabolitos como el acido citrico, glicerol, etc.

(metabolitos que no se midieron).

Rg \

Figura 14. Esquema de un pellet, en el cual se muestra el radio total (R), el radio con

deficiencia de oxigeno (1), y el radio critico o con suficiente oxigeno (Rc).
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Se supone que en la PUF (considerando al micelio como una placa plana de grosor de
aproximadamente 200 pm), los gradientes son como se muestra en la Figura 15b, donde, de
acuerdo con lo supuesto y respaldado por las diferencias de solubilidad del oxigeno y de las
relaciones area/volumen, asi como de los problemas de difusion en cada uno de los casos (ie.
FMS, FML), podemos estimar que €l grosor de la capa de micelio en el medio s6lido con
suficiente oxigeno y baja concentracion de sacarosa es de aproximadamente el 60 %, la cual es
una zona sin represion catabélica, y el resto (40%) es una zona no productiva de exopectinasas
porque los niveles de oxigeno y de sacarosa son elevados, lo que provoca represion catabolica.
Con estos supuestos defendemos la teoria de que la FMS es mas eficiente productora de
exopectinasas en presencia de elevados niveles de sacarosa sin represion catabolica, mientras

que la FML presentara la represion catabélica aun con bajos niveles de sacarosa.
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Los valores de g, también sustentan la primera hipétesis de esta investigacion, ya que
se observd en las fermentaciones donde hubo produccion de exopectinasas que sus valores
fueron muy parecidos (Tabla 7), por arriba de 100 UI g'X h! (excepto para la FMS sin
sacarosa y Aw = 0.96), lo cual nos dice que la velocidad de produccion por unidad de biomasa
es aproximadamente la misma, por lo tanto, nuevamente se observa que la cantidad de
exopectinasas depende de la cantidad de biomasa producida. La FMS es mas eficiente en

presencia de sacarosa ya que no presenta represion catabdlica.

Tabla 7. Parametros cinéticos de la produccién de exopectinasas.

Sistema| Aw | Medio | Ygx' qPT Yys® qs4 Productividad
UIg'X) { WIg'Xh" | (gXgSh | @Sg'Xxn" | (UImL'hh
PR, PR;
0.995 | *McS 330 155 0.43 1.08 0.298 | 3.7
FMS *MsS | 187 43 0.29 0.78 0.026 |0.189
096 | McS 600 108 0.34 0.53 0.091 | 1.99
MsS 1129 169 0.08 1.87 0.022 10.203
0.995| McS —— 0 0.20 0.95 -—- o
FML MsS 534 117 0.29 0.75 0.071 [0.515
0.96 | McS - 0 0.19 0.35 - -
MsS 557 123 0.18 1.22 0.032 |0.331

* McS = 40 g/L sacarosa, MsS = sin sacarosa.

' Yg/x = Rendimiento de enzima con respecto a la biomasa

? g, = Tasa especifica de formacion de enzima

* Y5 = Rendimiento de la biomasa con respecto al sustrato consumido
* g, = Tasa especifica de utilizacion de sustrato.
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Como se observa en la Tabla 7, el valor de Yxss, que se obtuvo en la FMS con sacarosa
y Aw = 0.995 fue el valor mas alto (aproximadamente el doble con respecto de los demas
casos), mientras que la FMS y la FML sin sacarosa y Aw = 0.995, presentaron el mismo valor
de 0.29 g X/g S, tales resultados nos ayudan a suponer que los rendimientos de biomasa estan
limitados por la disponibilidad de oxigeno en el medio de fermentacion, ya que al aumentar la
concentracion de azlcares fermentables también se aumenta la demanda bioquimica de
oxigeno, donde, por las caracteristicas fisicas de los sistemas, la FMS si puede abastecerse del
oxigeno necesario, mientras que la FML no lo puede hacer, lo cual se refleja en menores
rendimientos de biomasa. Por otro lado se observé que en todos los casos se agoto la fuente de
carbono (ver Figura 10) y que la tasa de consumo (qs) fue mayor en las fermentaciones sin
sacarosa y Aw baja (Tabla 7), lo cual sugiere que el hongo consumié la fuente de carbono,
pero no la incorporé como biomasa, y posiblemente se utiliz6 como energia de mantenimiento
y en la sintesis de metabolitos intermediarios de las rutas productoras de energia, como pueden
ser glicerol, acido citrico, acido malico etc. Ademas se observo que al comparar la FMS y
FML en condiciones de fermentacion similares, las qs fueron muy parecidas entre si, lo cual
nos indica que en ambos casos se asimilé a la misma velocidad la misma cantidad de sustrato
por unidad de biomasa, pero fue mejor aprovechada en la FMS para sintesis de biomasa y de

exopectinasas por la mayor disponibilidad de oxigeno.

En la Tabla 7 se muestran los valores de productividad observada o experimental y
tedrica de las exopectinasas (Ul mL' h™). Se aprecia que el valor observado es
aproximadamente diez veces menor que el valor tedrico en todos los casos, debido

posiblemente a la presencia de factores que destruyen las enzimas, principalmente proteasas o
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inestabilidad a las condiciones de almacenamiento. El maximo valor de PRo fue el de la FMS
con el medio McS y una Aw = 0.995; al bajar la Aw a esta fermentacion, la productividad se
redujo en un 70% aproximadamente, mientras que en las FMS con el medio MsS, los valores
de obtenidos con una Aw = 0.995 y 0.96 resultaron ser 11 y 14 veces menores respectivamente
que el obtenido con la misma Aw pero en presencia de sacarosa. En la FML sin sacarosa,
también se redujo la productividad a la mitad aproximadamente al disminuir la Aw (la

productividad de la FML con el medio McS fue cero, ya que no se presenté AVP).

Se observo que la FMS con sacarosa y Aw = 0.995 es el sistema mas productivo, por la
presencia de sacarosa la cual promueve un rapido crecimiento del hongo sin presentar
represion catabolica, lo cual provoca una mayor cantidad de exopectinasas producidas debido
a los altos valores de biomasa producida, ya que al comparar los sistemas sin sacarosa, se
observo que la FML fue més productiva que la FMS, siendo casi tres veces més productiva la
FML con Aw = 0.995 con respecto a la FMS a la misma Aw, y de un 30% mas al bajar la Aw
hasta 0.96. Estos resultados también comprueban la hipétesis principal de este trabajo, ya que,
los valores de AVP estéan relacionados con los valores de biomasa obtenidos en esas mismas
condiciones. Por otro lado, se observdo que al disminuir la Aw en todos los casos
experimentados, la productividad bajo, lo cual también comprueba la segunda hipotesis de este

trabajo.
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8.2.8. Perfil de proteasas.

Como se puede apreciar en la Figura 16, en general la FMS bajo todas sus variantes mostro
alrededor de tres veces menos niveles de proteasas comparado con la FML bajo las mismas
condiciones de experimentacion, ademas, la FMS con sacarosa y Aw = 0.995 mostrd los
niveles mas bajos de proteasas, cercanos a cero durante las primeras 24 h de fermentacion,
mientras que la FML sin sacarosa produjo la maxima actividad de proteasas desde las primeras
18 h (mas de 50 U/mL). Es importante hacer notar que la presencia de sacarosa en todas las
fermentaciones provocé una disminucién de hasta cinco veces la actividad de proteasas. Por
otro lado, la disminucion de la Aw provocé ligeros incrementos en los titulos de proteasas en
todas las fermentaciones. Este resultado da mas evidencias para comprobar la tercera hipotesis
de este trabajo, indicando que la FMS produce menos proteasas contaminantes que la FML y
que estas enzimas destructoras son menos abundantes cuando hay suficiente fuente de

carbono.
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8.2.9. Perfiles de pH.

Todos los perfiles de pH fueron similares en tendencia (Figura 17), ya que a las
primeras horas existi6 un ligero incremento del pH, seguido de una disminucién que se
mantuvo durante las horas de la fase de crecimiento exponencial, después se presenté un
aumento notorio asociado con la fase estacionaria y la etapa de esporulacion del hongo. El
descenso del pH, se puede relacionar con el crecimiento y el metabolismo primario del hongo,
y la subida del pH en las tiltimas horas de fermentacion se puede asociar con el momento de la
esporulacién y la posible lisis celular que libera el liquido citoplasmatico, el cual tiene un
valor de pH ~ 7. Estos cambios de pH podrian estar relacionados con los picos de actividad
exopectinasa, a pH por debajo de 4.5, se podria inducir la sintesis de las exopectinasas, y a pH
mayores se podria inhibir la sintesis. Los perfiles de pH y de proteasas parecen estar

relacionados, mostrando el mismo comportamiento.
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