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Introduccion

Capitulo 1

Introduccion

1. Motivacion

El hongo filamentoso Aspergillus kawachii es capaz de crecer sobre la superficie de la
cascara de limén resultando en su desintegracion. Durante el desarrollo de las hifas se produce
la degradacion de las paredes celulares a distancias de 15-30 um, lo cual indica la produccién
de enzimas extracelulares capaces de degradar los polimeros que la constituyen. Estas
observaciones motivaron el desarrollo de las investigaciones reportadas en la presente Tesis

Doctoral.

1.1. La pared celular vegetal

La pared celular vegetal es una matriz compleja que define las caracteristicas
individuales de las células dentro de la planta. La importancia de esta estructura se ha puesto
de manifiesto en importantes hallazgos, i.e.: el 15 % de todos los genes de Arabidopsis estan
relacionados con la construccion de la pared celular (Carpita et al., 2001). Esta estructura
ademas de definir la morfologia de la planta es fundamental para la comunicaciéon entre
células y participa en la internalizacion de las sefales quimicas.

En términos generales, las funciones de la pared celular vegetal son las siguientes:

Soporte mecanico y estructural.
Control del tamafio de la célula.
Resistencia a la turgencia interna.
Control de la velocidad y direccion del crecimiento.
Control de la difusion entre células.
Almacenamiento de nutrientes (semillas).
Proteccion contra patégenos y deshidratacion.

Fuente de moléculas bioldégicamente activas (mensajeros).

© ¢ ¢ © ¢ © © © ©

Interaccion célula-célula.

La pared celular de las células vegetales se presenta de dos formas: una pared primaria
fina y otra secundaria, mas gruesa (Albersheim, 1965). La pared primaria se encuentra en
células jovenes e indiferenciadas que estan en crecimiento, posee una estructura conservada

en una gran variedad de plantas superiores (Vidhyasekaran, 1997). Por el contrario, la pared
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secundaria se encuentra en células diferenciadas que han dejado de crecer. La pared primaria
es una estructura altamente organizada que puede contener diferentes carbohidratos (celulosa,
hemicelulosa y polisacaridos pécticos) asi como proteinas estructurales (ricas en
hidroxiprolina, prolina y glicina), lignina y sustancias incrustadas como cutina, suberina y
compuestos inorganicos. En la pared secundaria, tanto su composiciéon como su estructura
varian considerablemente entre un tipo celular y otro, siendo sus componentes principales
lignina, suberina y componentes inorganicos (Talmadge et al., 1973;Vidhyasekaran, 1997).
En la Fig. 1.1 se muestra un esquema de pared celular primaria detallando sus

componentes estructurales principales: celulosa, hemicelulosa y polisacaridos pécticos.

Pectina ldmina media et

Lamina media [ !

Celulosa

Pared primaria

Pectina
Membrana [

plasmdtica Hemicelulosa

Figura 1.1 Estructura esquematica de la pared celular vegetal (http:ippa.info/what is_pectin.htm).

1.2 Estructura de los principales componentes quimicos de la pared celular

1.2.1 Celulosa

Las caracteristicas principales de la celulosa son las siguientes:

@ Es un homopolisacarido formado por unidades de glucosa unidas por enlaces glicosidicos
B (1->4).

@ Dependiendo de su origen, puede presentar estructura amorfa o cristalina.

@ Es comparativamente mas resistente a la hidrolisis que otros biopolimeros.

@ Representa, en promedio, el 33 % de la biomasa vegetal, con valores del 90 % en la fibra
de algodon y 50 % maderas duras.

@ Forma fibrillas a través de puentes de H, de hasta 500.000 unidades.

@ Confiere rigidez mecénica al tejido vegetal.

En la Fig. 1.2 se muestra la estructura base y las fibras de la celulosa.
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Crystalline array Cellulose
of molecules in microfibril
a micelle

Individual cellulose
molecules

b

\ ~ Polysaccharides
Cellulose {other than
molecules cellulose)

Figura 1.2 Estructura de la celulosa. A) Estructura base mostrando las unidades de glucosa unidas por
enlaces glicosidicos B (1—4). B) Modelo del arreglo de las microfibrillas de celulosa
(www.sinauer.com). C) Microfotografia de fibras de celulosa en papel (SEM x 1080;
www.DennisKunkel.com)

1.2.2 Hemicelulosa

Las caracteristicas principales de la hemicelulosa son las siguientes:

@ Es un heteropolisacarido formado por restos de varios tipos de monomeros: xilosa (Xil),
manosa (Man), galactosa (Gal), ramnosa (Ram) y arabinosa (Ara).

@ A diferencia de la celulosa, su estructura comprende cadenas cortas (500 a 3000
residuos) y es ramificada. Forma microfibrillas pero la estructura es basicamente amorfa y
es relativamente accesible a la hidrolisis.

@ Incluye a xilanos, glucuronoxilanos, arabinoxilanos, glucomananos y xiloglucanos.

@ Muchos mondmeros se encuentran acetilados.

@ Sus polisacéridos suelen denominarse “de entrecruzamiento”.

@ Desde el punto de vista mecanico, refuerza las fibras de celulosa impidiendo su
desplazamiento en sentido axial.

En la Fig. 1.3 se muestra un ejemplo de estructura de hemicelulosa, polisacarido de
entrecruzamiento, en este caso un fucogalactoxiloglucano, parcialmente acetilado en uno de

sus residuos (galactosil-)
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Figura 1.3 Estructura hemicelulosa: ejemplo de polisacarido de entrecruzamiento
(Carpita and McCann, 2000).

1.2.3 Pectina

La pectina fue descubierta por Vauquelin quien la describi6 como una sustancia
soluble de los jugos de fruta. Luego, en 1825, fue caracterizada por el quimico francés
Bracannot, quien observo las propiedades gelificantes que poseia cuando se afiadia acido a la
solucion, por lo cual la llamé “pectina acida” del griego “pectos” que significa solido
coagulado. Desde el punto de vista quimico, y en forma global, las pectinas se definen como
una familia de heteropolisacaridos acidos con propiedades de gelificacion, estabilizacion de
emulsiones y aporte nutricional. Junto a la celulosa y hemicelulosa constituyen el tercer gran
dominio estructural de la pared celular vegetal. Se encuentra presente en la laminilla media y
en la pared celular primaria donde interviene en diferentes funciones fisiologicas, tales como:

@ Control del crecimiento celular.
Determinacion del tamafio y forma de la célula.
Integridad y rigidez del tejido.
Transporte de iones y retencion de agua.

Control de la porosidad de la pared.

e © ¢ 0 @

Intervencion en los mecanismos de defensa contra la infeccion de patdgenos y en heridas
generando moléculas que actiian de sefiales que inducen los mecanismos de defensa en la

planta.
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Es muy dificil definir especificamente la pectina ya que su composicion y estructura
dependen, entre otros factores, del método de extraccion y del origen del tejido vegetal. De
hecho es considerada uno de los polisacaridos mas complejos ya que estd compuesto por 17
monosacaridos diferentes con mas de 20 tipos de enlaces (Mohnen, 1999;0'Neill et al.,
2004;Ridley et al., 2001a). Durante estos afios se han descripto numerosos elementos
estructurales de la pectina. Sin embargo, se cree que todas las pectinas contienen,
fundamentalmente, una repeticion de los mismos elementos, aunque la cantidad y estructura
quimica fina de estos elementos varie. En la Fig. 1.4 se puede observar una representacion

esquematica del los elementos estructurales de la pectina que se describiran a continuacion.

Homogalacturonan Xylogalacturona

GG S Sy Sy S Sy S S S S (G S S S S G e Sy S G e Sy ©)

Rhamnogalacturonan |
@A@A@A@A@A@A

Arabinogalactan |

Rhamnogalacturonan Il

Arabinogalactan Il

l i Arabinan

O o-D-Galp @ o-D-GalpA 7 o-L-AcefA <> o-L-Araf A a-L-Rhap C a-D-Xylp
@ p-D-Galp © B-D-GalpAm B-D-Glcp @ B-D-Manp & B-L-Araf 4 B-L-Rhap & B-D-Xylp
</ oe-L-Fucp O o-L-Arap 3 a-D-Kdop$3 o-D-GlepA o O-Methyl » O-Acetyl

¥ p-L-Fuco @ pB-D-Apif s B-D-Dhap@g@ B-D-GlcpA ® Methanol « O-Ferulic acid

Figura 1.4 Representacion esquematica de diferentes elementos estructurales
de la pectina (Hilz, 2007).

La caracterizacion quimica y estructural de las pectinas se lleva a cabo con métodos
quimicos y enzimdticos para obtener distintas fracciones, analizar los productos de
degradacion y, finalmente, mediante el andlisis organico identificar el tipo de azucar presente,
el enlace glicosidico que une los distintos residuos y la presencia de sustituciones tipo éster.
En general el material de partida es el tejido vegetal fresco o deshidratado a partir del cual se
procede primero a obtener la fraccion conocida como AIS (alcohol insoluble solids) cuyos
protocolos varian segiin el autor y el fruto o tejido empleado. Luego, mediante agua y
distintas soluciones extractivas conteniendo agentes quelantes como CDTA (4cido trans-1,2-

diaminociclohexano-N,N,N’,N’-tetraacetio) u oxalato, HCIl, NaOH, etc., se obtienen en forma
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sucesiva distintas fracciones solubles de la pectina que son luego caracterizadas en cuanto a
su composicion quimica y organizacion estructural. De este modo se han descripto al menos
cinco polisacaridos pécticos, pero se pueden agrupar en dos tipos mayores de acuerdo a la
estructura del esqueleto principal: galacturonanos y ramnogalacturonanos. Dentro de los
galacturonanos se encuentran los homogalacturonanos (HG, Fig. 1.5) y los
xilogalacturonanos. Los ramnogalacturonanos se clasifican en tipo I (RGI, Fig. 1.6) y en tipo
II (RGII, Fig. 1.7). En todos ellos, el esqueleto principal lo constituye una cadena de unidades

de 4cido galacturénico (AGA) conectados por enlaces o-(1—4).
Homogalacturonano

Las caracteristicas principales del HG son las siguientes:

@ Estd formado por un minimo de 70 residuos, algunos de los cuales estan esterificados
parcialmente con metanol (Thibault et al., 1993).

@ La distribucion de los metoxilos puede ser aleatoria o por bloques. Se define el grado de
metoxilacion (GM) como los moles de metanol presentes cada 100 moles de acido
galacturdnico.

@ EI GM es variable y depende, entre otros factores, del estado de madurez del fruto.

@ Cuando se acumulan varios residuos de AGA sin esterificar se forman, en presencia de
Ca™, estructuras tipo “cajas de huevo” (Fig. 1.5). Son zonas de mayor rigidez estructural
que conducen a la gelificacion (Morris et al., 1982).

@ EI GM divide a las pectinas comerciales en pectinas de alto metoxilo (> 50 %) y de bajo
metoxilo (< 50 %) cuyas propiedades funcionales son diferentes (Nomachi et al., 2002).
Ademés de la esterificacion con metanol, algunos grupos hidroxilos en C-2 y C-3 se
encuentran acetilados. El grado de acetilacion es muy bajo en pectinas extraidas de
manzanas o citricos (3-4 %) pero alto en la de remolacha azucarera o papa (14-20 %).

@ Tanto el GM como la distribucion de los grupos éster a lo largo del HG determinan las
propiedades fisico-quimicas del polimero y su funcionalidad. Al no estar ramificado, se lo
conoce como la region lisa (smooth region) de la pectina. En algunos frutos el HG puede
representar hasta el 60 % de la totalidad de las sustancias pécticas, en otros como en la

soja practicamente no esta presente.
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Figura 1.5 Estructura del homogalacturonano y formacion de estructuras tipo “cajas de huevo”
en presencia de Ca™.(Ridley et al., 2001b); (Morris et al., 1982)

Xilogalacturonano

Se denomina xilogalacturonano (XG) a la cadena de HG sustituida por una sola unidad
de B-p-xilopiranosa por medio de enlaces B-(1—3) (Le Goff et al., 2001;Schols et al.,
1995;Albersheim et al., 1996). El grado de xilosidacion puede variar entre el 25 % (sandia) y
el 75 % (manzana) (Le Goff et al., 2001;Schols et al., 1995;Yu and Mort, 1996). Parte de los
residuos de AGA en el XG se encuentran metilesterificados y los ésteres metilicos se
encuentran distribuidos homogéneamente entre los residuos de AGA sustituidos y no
sustituidos (Schols et al., 1995;Yu and Mort, 1996). El XG ha sido identificado
principalmente en los tejidos reproductivos como frutas y semillas (Albersheim et al.,
1996;Schols et al., 1995). Ademas, Zandleven et al. (2007) demostraron recientemente su
presencia en diferentes tejidos de Arabidopsis thaliana (Zandleven et al., 2007). La soja es

particularmente rica en XG.
Ramnogalacturonano |

En la Fig. 1.6 se puede observar que el RGI estd formado por repeticiones del
disacarido (1—2)-a-L-ramnosa-(1—4)-a-D-galacturdnico que se une glicosidicamente a los
residuos de HG (Albersheim et al., 1996;McNeil et al., 1980). Segun la naturaleza de la
pectina podemos encontrar RGI compuesto de 20 hasta 300 residuos. Las caracteristicas
principales del RGI son las siguientes:

@ Los residuos ramnosidos de RGI pueden estar sustituidos en el O-4 con cadenas laterales

de azucares neutros (Colquhoun et al., 1990;Lau et al., 1987;McNeil et al., 1980).
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En las cadenas laterales se han identificado tanto una sola unidad [B-D-Galp-(1—4)],
como sustituciones de polimeros, como galactanos, arabinanos (50 residuos o mas) y
arabinogalactanos I (Lau et al., 1987;Lerouge et al., 1993).

La proporcion de residuos de Ram ramificados varia entre 20 a 80 % dependiendo de la
fuente del polisacarido (Albersheim et al., 1996).

Los residuos de AGA de RGI en general no se encuentren esterificados (Kravtchenko et
al., 1992).

Los residuos de AGA del RGI pueden encontrarse O-acetilados en O-2 u O-3 (Carpita
and Gilbeaut, 1993;Komalavilas and Mort, 1989;Schols et al., 1990;Schols and Voragen,
1994).

R
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Figura 1.6 Estructura del RGI. Ara (Q ), Gal ('S. ")y Ram (5')
(Carpita and McCann, 2000).

Ramnogalacturonano 11
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Es de reciente descripcion (1978).

Es de bajo PM (5 a 10 kDa).

Se encuentra en la mayoria de las plantas.

Esta compuesto por un esqueleto de 9 unidades de AGA de los cuales algunos se
encuentran metilesterificados (Ridley et al., 2001a;0'Neill et al., 2001;Ishii and
Matsunaga, 2001) y 4 ramificaciones laterales (cadenas A, B, C y D) que contienen 11
tipos de azucares distintos, algunos raros, que se unen covalentemente a los residuos del

HG (Ridley et al., 2001a;Willats et al., 2001a).
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@ Entre los azucares raros se encuentran: apiosa, acidos acérico, 3 deoxi-lixo-2-
heptulosarico y 3-deoxi-mano-2-octulosonico.

El RGII puede formar complejos con boro, estableciendo un éster borato-diol, que

puede entrecruzar dos moléculas de HG (Ishii et al., 1999;Ishii and Matsunaga, 2001). Solo

los residuos apiofuranosilos de la 2-O-metil-xilosa participan en el entrecruzamiento (Ishii et

al., 1999) (Fig. 1.7).

— 4)-0-D-GalpA-(1— 4)-a-D-GalpA-(1— 4)-0-D-GalpA-(1— 4)-t-D-GalpA-(1—= 4)}-0-D-GalpA-(1—= d}-0-D-GalpA{1—= 4)-0-D-GalpA-{ -
3 2 3 2
t t t !
1 1 1 1

o OR
OH
00C £
- - r 4
Dha B-Apif Kdo [-Apif H O B
5 3 5 3 ° F J H;.)
! t f ! 5 o
o
e coo’
RO’ OR

1

1 1
[-L-Araf [i-L-Rhap a-L-Rhap o-D-GalpA-{1—2)- [i-L-Rhap-{3 =1 )-u-D-GalpA
3
I .

——p A

o
y,
OAc — o-Acef* 2-OMe-e0-0-Xylp-(1—=3)- ci-LFuep RO, O H .
2 4 1 o Ho
OAc t 1 5 % *
1 1 o " coo
2-OMe-o-L-Fucp-(1— 2)-i-D-Galp B-GlepA o
I : on
1 1 00C
o-L-Rhap-(1 —3)-a-L-Arap o-L-Galp 0
2
t A
1
w-L-Rhap
2
!
1
B-L-Araf
B

Figura 1.7 Estructura del RG-II y dimeros que se forman con boro (www.uea.ac.uk).

El RGII ha despertado gran interés para la salud y nutricion humana. Se ha demostrado
que es muy abundante en el vino y jugos, se une a metales pesados y posee actividades

inmunomoduladores (Ridley et al., 2001a).
Arabinanos

Estan formadas por residuos de o-L-arabinofurano (a-L-Araf) unido por enlaces a-
(1-5). Usualmente se encuentra sustituido por cadenas laterales de a-L-Araf-(1—2)-, a-L-
Araf-(1-3)-, y/o oa-L-Araf (1—3)-0-L-Araf-(1—3) (Mohnen, 1999;Ridley et al.,,
2001a;Carpita and Gilbeaut, 1993;Schols et al., 1990;0'Neill et al., 2001).

Arabinogalactano |

Estd compuesto por una cadena de D-galactopiranosa (D-Galp) con residuos de a-L-Ara
unidos a los residuos Gal a través de la posicion O-3 (Mohnen, 1999;Ridley et al.,

2001a;Carpita and Gilbeaut, 1993). Se encuentra sustituido en la posicion O-6 (Van de Vis,


http://www.uea.ac.uk/menu/acad_depts/cap/carbohydrate/projects/RGII.htm�
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1994). La cadena de AGI puede finalizar con un residuo a-L-Arap-(1—4) en el extremo no

reductor (Huisman et al., 2001).

Arabinogalactano Il

@ Esta compuesto por una cadena de 1,3 B-D-Galp que contiene cadenas laterales cortas de

a-L-Araf-(1—6)-[B-D-Galp-(1—6)[]n (n = 1, 2 6 3) (Mohnen, 1999;Ridley et al.,

2001a;Carpita and Gilbeaut, 1993). Los residuos galactosilos pueden encontrarse

sustituidos por residuos a-L-Araf-(1—3).

@ El AGII se encuentra asociado a proteinas (3—8 %), también denominado AG-proteinas.

La parte proteica es rica en in prolina/hidroxiprolina, alanina, serina y treonina (Gaspar et

al., 2001).
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Figura 1.8. Modelo de pectina segun Pilnik (Voragen et al., 2009).

1.3 Modelo de insercion de polisacaridos en la pectina y la pared celular

g Pramncgalachionan I

Se ha tratado de establecer la conformacion de los polimeros dentro de la pectina y

como ¢éstos se ensamblan en la pared celular. La sintesis de los polisacaridos pécticos ocurre

principalmente en el aparato de Golgi, en el caso del HG y su esterificacion estan

involucradas las enzimas pectin-metil-transferasa y HG-galacturonosiltransferasa, que utilizan

como precursores la S-adenosilmetionina y UDP-galacturdnico, los cuales son transportados

del citoplasma al Golgi. El producto resultante es un polimero de AGA con alto grado de

esterificacion (~ 80 %) que es exportado a la pared celular. No obstante, en la pared el HG se

localiza en diferentes regiones en los cuales el grado de esterificacion es variable. La

10
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desesterificacion es llevada a cabo por la pectin metilesterasa asociada a la pared celular. El
control del grado de esterificacion es critico para varias funciones fisioldgicas de la pectina.

En la Fig. 1.8 se presenta un modelo clasico de pectina.
1.4 Las pectinas en los frutos. Pectina comercial. Usos de la pectina.

El contenido en pectina de distintos frutos se indica en la Tabla 1. La interpretacion de
estos valores tiene cierta complejidad, ya que como se mencionara anteriormente, el término
pectina esta asociado a diversos componentes estructurales cuya presencia y composicion

dependen del método de extraccion.

Tabla 1. Contenido de pectina (% en base a peso fresco).

Fruto Pulpa Bagazo Corteza

Mango africano 0,72

Manzana 0,5-1,6 1,5-2,5

Avocado 0,73

Banana 0,7-1,2

Anacardo 1,28

Cerezas 0,24-0,54

Guayaba 0,26-1,2

Limén 2,5-4,0 5,0
Litchi 0,42

Mango 0,66-1,5

Naranja 1,35 3,5-5,5
Papaya 0,66-1,0
Granada 0,5 2,1-3,0
Durazno 0,1-0,9

Anana 0,04-0,13

Frutilla 0,14- 0,44

Tomate 0,2-0,6

En la Tabla 2 se indican la composicion de las diferentes pectinas expresadas en
funcidn de los azucares y elementos estructurales que la contienen.

Industrialmente la pectina se obtiene de residuos sélidos o bagazos (pomazas) de la
industria juguera, en particular de citricos (limén o naranja) y manzana, que contienen altos

niveles de pectina (Tabla 2). Se han descripto varios procesos de obtencion de pectina, pero el
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mas difundido consiste basicamente en una extraccion con acido en caliente. Luego el
extracto se concentra, precipita con isopropanol, se seca y el solido resultante se tamiza para
estandarizar el tamafio de particula. Estas pectinas contienen predominantemente HG y
algunas fracciones asociadas a las regiones ramificadas. Las pectinas pueden ser luego
modificadas en relacion al grado de metilacion y/o sustituidas en sus grupos funcionales como
por ejemplo ser amidadas con amoniaco. Entre las propiedades mas importantes de las
pectinas tenemos: solubilidad, peso molecular, viscosidad, capacidad de gelificacion, grado de
metilacion, etc. Las pectinas se emplean como agentes emulsificantes, gelificantes,
estabilizantes, etc., en diferentes industrias alimenticias como son la elaboracion de
mermeladas, confituras, jalea, rellenos de frutas en productos horneados (la pectina de alto
metoxilo impide que la fruta se desmenuce con la temperatura), dulces y golosinas, bebidas
refrescantes, productos lacteos, y reemplazante de grasas (al dar una textura similar como en
los patés). Para elaborar mermelada bajas en calorias se utilizan pectinas de bajo metoxilo a

las que afiadimos sales calcicas.

Tabla 2. Composicion de la pared celular de frutas (expresada en g/kg de material fresco).

Componente

Residuo insoluble en Pectina Hemicelulosa Celulosa Lignina Proteina Total
Fruta etanol (%)
Manzana 20 272 169 349 2 76 868
Pera 15 281 148 267 69 82 847
Mango 25 408 91 236 27 127 889
Anana 13 163 267 210 85 94 819
Frutilla 12 411 66 232 11 255 975
Frambuesa 20 168 89 177 73 277 784
Cereza 13 396 49 130 169 244 988
Papaya 26 364 165 124 1 127 784

1.5 Biodegradacién de los polisacaridos que componen la pared celular. Pectinasas o

enzimas pectoliticas

La pared celular vegetal es degradada por un variado niimero de enzimas que reflejan
la complejidad quimica de dicha estructura. Son producidas por diversos organismos, tanto

procariotes como eucariotes y algunas de estas enzimas han encontrado diversas aplicaciones
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biotecnoldgicas. La mayoria de las pectinasas comerciales son producidas por hongos
filamentosos del género Aspergillus (Voragen and Pilnik W., 1989).

Las enzimas son basicamente glicosidasas que cortan los enlaces mediante hidrdlisis o
B-eliminacién (las glicosidadas se clasifican en casi 100 familias basadas en la similitud de
sus secuencias (web: CAZy (CArbohydrate-Active EnZymes)).

La configuracion del C anomérico es importante en la selectividad y modo de accion
de estas enzimas. De acuerdo al mecanismo involucrado pueden retener o invertir su
configuracion.

Las revisiones bibliograficas sobre enzimas pécticas solamente describian las enzimas
que actuaban sobre el HG (Rombouts and Pilnik, 1980;Fogarty and Kelly, 1983), pero
recientemente se han descubierto varias enzimas que actan sobre el RG (Mutter,
1997;Schols, 1995;VIugt-Bergmans et al., 2000). Las enzimas que actian sobre el HG y el
RG pueden ser divididas en depolimerizantes o desesterificantes.

Las enzimas depolimerizantes se clasifican de acuerdo a los siguientes criterios:

a) tipo de ruptura de los enlaces glicosidicos: hidrolitico o transeliminativo.

b) mecanismo de la reaccion: tipo exo o endo.

c) preferencia de actividad respecto al GM (alto o bajo).

Las enzimas desesterificantes se clasifican de acuerdo al tipo de grupo éster que
hidrolizan, ya sea metil-, acetil- o feruoil-éster.

Considerando lo anterior, las enzimas pécticas pueden clasificarse en:

1) Enzimas que atacan el esqueleto principal de los polimeros pécticos.

i1) Enzimas accesorias.

La importancia de las enzimas pécticas en la patogénesis y su papel en los procesos de
colonizacién de la planta ha llevado al desarrollo de numerosos estudios. Se ha observado en
cultivos in vitro con restos de paredes vegetales que las primeras enzimas degradadoras de
pared celular producidas por los hongos son las enzimas pécticas, seguidas de las
hemicelulasas y celulasas (De Lorenzo et al., 1997). La accion de estas enzimas parece ser un
requisito indispensable para que actuen las demas enzimas degradadoras de pared celular. La
aparicion secuencial de las enzimas que degradan la pared celular, podria tener su explicacion
en el hecho de que s6lo después de que hayan actuado las enzimas pécticas, la red de celulosa
antes rodeada por la pectina pasaria a ser accesible y los inductores de celulasas y
hemicelullasas serian liberados (De Lorenzo et al., 1997). Por ello, la mayoria de los estudios

sobre enzimas degradadoras de pared celular se han centrado en las enzimas pécticos. En la

13



Introduccion

Fig. 1.9 se muestra un esquema del sitio de accion de las principales enzimas que degradan

pectina.
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Figura 1.9 Degradacion de fragmentos de sustancias pécticas por enzimas pectoliticas especificas

(Voragen et al., 2001).

La pectinolisis es un fendmeno importante para los microorganismos patdégenos. Pero
la degradacion de las sustancias pécticas también estd asociada a otros procesos bioldgicos
propios de la planta como son el crecimiento, la maduracion de los frutos y la abscision de la

hojas (Rombouts and Pilnik, 1980).
1.5.1 Enzimas que atacan el esqueleto principal de los polimeros pécticos

Enzimas que actian sobre el HG:

Poligalacturonasas (PGasas; EC 3.2.1.15): actian sobre el HG hidrolizando las
uniones glicosidicas entre residuos no esterificados. Se pueden dividir en tres grupos de
acuerdo a su accion sobre el sustrato acido poligalacturénico (APG): endo-PGasas que atacan
el sustrato en forma aleatoria generando mezclas de oligobmeros, tri-, di-galacturonatos y

AGA,; las exo-PGasas tipo I (galacturonano a-(1—4)-galacturonosidasa) que liberan AGA del
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extremo no reductor y las exo-PGasas tipo II (exo-poli-a-galacturonosidasa) que liberan di-
galacturonato del extremo no reductor. Las endo-PGasas y exo-PGasas tipo I fueron
identificadas en varios hongos filamentosos y han sido estudiadas extensamente (Parenicova
et al., 1988).

Las PGasas también se clasifican dentro de la familia 28 de hidrolasas glicosidicas
degradadoras de pectina. Existen mas de 115 secuencias de PGasas dentro de la base de datos
de GenBank (Benson et al., 2002) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La mayor parte de ellas
pertenecen a hongos, bacterias y plantas, aunque también han sido descritas en insectos
(GenBank Y17906) ¢ incluso en el nematodo Caenorhabditis elegans (GenBank NP508878).
La mayoria de las PGasas descritas en hongos son del tipo endo, habiendo sido caracterizados
unicamente 5 genes codificadores del tipo exo en hongos filamentosos: en Fusarium
oxysporum (Garcia Maceira et al., 1997), en Aspergillus tubingensis (Kester et al., 1996), en
Cochliobolus carbonum (Scott-Craig et al., 1998), en Aspergillus nidulans (GenBank.
AY237304) y en Botryotinia fuckeliana (GenBank AF145229). A su vez, se ha descrito la
presencia de exo-PGasas en otras especies de hongos como Penicillium frequentans
(Chellegatti et al., 2002), Botrytis cinerea (Rha et al., 2001) y A. niger (Sakamoto et al.,
2002).

Polimetilgalacturonasas: esta enzima degradaria el HG altamente metoxilado, aunque
su existencia es fuente permanente de controversia. Algunos reportes sobre la presencia de
dicha actividad enzimatica se atribuyen en realidad a la actividad de la PGasas contaminada
con pectinmetilesterasa (Rombouts and Pilnik, 1980).

Pectinliasas y pectatoliasas (EC 4.2.2.2 y EC 4.2.2.10): estas enzimas degradan el HG
mediante un mecanismo de transeliminacion, introduciendo un doble enlace entre el C-4 y el
C-5 del extremo no reductor formado en la reaccion (Fig. 1.10). Las HG liasas se dividen en
aquellas que degradan pectina con bajo grado de metoxilacion (pectatoliasas) y las que
hidrolizan pectina altamente metoxilada (pectinliasas, PeL), ambas del tipo endo. No se han
encontrado liasas en plantas y la fuente mds comun de estas enzimas son las bacterias y
hongos filamentosos, en particular los fitopatogenos. Las pectatoliasas requieren Ca™ para su
actividad, pero no asi la PeL. Otras liasas descriptas son la exo-pectatoliasa y las
oligogalacturonato liasas, las cuales a diferencia de las exo-PGasas y las oligogalacturonato

hidrolasas, atacan el sustrato desde el extremo reductor (Wong, 1995).
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Figura 1.10 Modelo de reaccion de la pectatoliasa y de la pectinliasa(Parenicova, 2000).

Enzimas que actuan sobre el RG

La primera descripcion de una enzima capaz de degradar la cadena principal del RGI
tuvo lugar en 1990 y se la denomind ramnogalacturonasa (RGasa, EC 3.2.1.-). El nombre
actual es a-D-galactopiranosilurénico-(1,2)-a-L-ramnopiranosil hidrolasa (RG-hidrolasa). La
enzima hidroliza la union AGA-Ram en el esqueleto principal del RG. Més recientemente se
han descripto otras enzimas que degradan RG: RG-liasa, que corta la union Ram-AGA del
esqueleto principal, y dos enzimas que actlan en forma exo: RG-ramnohidrolasa, que
remueve una Ram terminal del extremo no reductor del RG, y RG-galacturonanohidrolasa,

que remueve AGA terminal del extremo no reductor de RG (Voragen et al., 2001).
1.5.2 Enzimas accesorias

Se han denominado enzimas accesorias a las pectinasas que degradan las cadenas
laterales de los polimeros pécticos y a las que remueven sustituyentes de la cadena principal.
Algunas de estas enzimas actuarian también sobre otros polisacaridos constituyentes de la
pared celular, en particular la hemicelulosa, dependiendo del enlace especifico que la enzima
reconoce. La mayor parte de este tipo de enzimas accesorias se han estudiado en bacterias y
hongos filamentosos, particularmente en el género Aspergillus (de Vries, 1999).

Entre las enzimas accesorias se encuentran:

a-L-Arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55): son enzimas inespecificas que remueven

residuos Ara unidos por enlaces a-1,2-, a-1,3- y a-1,5- de diversos sustratos, entre ellos los
arabinanos laterales de las pectinas.

Arabinoxilanohidrolasas (EC 3.2.1.55): son enzimas involucradas en la degradacion de

la hemicelulosa, muy especificas de residuos Ara unidos a xilosa.
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Endo-arabinasas (EC 3.2.1.99): hidrolizan en forma aleatoria las uniones a-1,5 de los

arabinanos, potenciando la accion de las arabinofuranosidasas.

o- y B-galactosidasas (EC 3.2.1.22 y EC 3.2.1.23): remueven residuos Gal de los

galactanos laterales de las pectinas.

Endo- y exo-galactanasas (EC 3.2.1.164 y EC 3.2.1.145): junto a las B-galactosidasa

son necesarias para la degradacion completa de las cadenas laterales de galactano y
arabinogalactano presente en las pectinas. Si bien los enlaces presentes en estas estructuras
son del tipo B (1,3; 1,4 y 1,5), la mayoria de las endo-galactanasas estudiadas muestran
preferencia por las uniones -1,4. La tnica exo-galactanasa descripta libera Gal de galacto-
oligosacaridos y posee actividad transferasa.

Feruloil- y p-coumaril-esterasas (EC 3.1.1.73): estas enzimas remueven los residuos

feruloil- y coumaroil- que se encuentran esterificando al O-5 en xilanos y al O-3 en Ara u O-6
en Gal de las pectinas. Debido a la propiedad de estos residuos de producir entrecruzamiento
entre la pectina y xilano con los otros polisacaridos de la pared como lignina, la accién de
estas enzimas es importante para la integridad de la pared. Estin muy difundidas en bacterias

y hongos filamentosos.
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Figura 1.11 Accion de la metilesterasa y la acetilesterasa sobre pectina.(Parenicova, 2000)

Pectinacetil- y pectinmetil-esterasas (EC 3.1.1.6 y EC 3.1.1.11): remueven grupos

acetilos y metilos, resp., del HG (Fig. 1.11). Han sido encontradas no s6lo en numerosos
hongos filamentosos, levaduras y bacterias sino también en plantas superiores. También se ha
descripto una ramnogalacturonano acetil esterasa que actiian sobre el RG y es esencial para la

accion de la RG-hidrolasa. Otra esterasa relevante es la acetil-xilano esterasa, que remueve los
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grupos acetilo que esterifican el O-3 de la cadena principal del xilano y facilita la degradacién

de este polimero por las endo-xilanasas.
1.6 Regulacion de la sintesis de pectinasas microbianas

Debido al tamafo y a la alta complejidad de los polisacéaridos, particularmente de
aquellos componentes de la pared celular, es clara la dificultad de los microorganismos para
penetrar a las células vegetales. Se ha reportado que los oligosacaridos liberados de estos
polimeros y/o sus derivados podrian ser los encargados de desencadenar la induccion de la
expresion de las enzimas que los degradan, ya que con frecuencia el compuesto inductor de
una enzima es el producto o un derivado del producto de esa reaccion enzimatica (de Vries,
2003).

Las PGasas pueden tener diferentes funciones segin el organismo productor. En el
caso de los hongos saprofitos como A. niger, las PGasas intervienen en los mecanismos
vinculados al aporte de nutrientes carbonados desde el medio ambiente. Por el contrario, en
los hongos fitopatdégenos las PGasas estan involucradas en la degradacion de primaria de los
tejidos vegetales, facilitando la ruptura de las paredes celulares para que el microorganismo
entre a la célula, libere nutrientes asimilables desde su interior y, finalmente, se extienda por
los tejidos de la planta (Parenicova, 2000).

Todavia no es conocida la molécula sefial especifica que dispara la sintesis de
pectinasas. Sin embargo, la idea que es generalmente aceptada es que la célula fungica
produce un bajo nivel de enzimas pectinoliticas constitutivamente, las cuales liberan mono u
oligosacaridos de la estructura vegetal. Estas moléculas pequefias son transportadas al
microorganismo comenzando una expresion masiva de las pectinasas (Mach and Zeilinger,
2003). En el caso particular de los hongos saprofitos, se sabe que producen en forma
constitutiva varias isoformas de PGasas como es el caso de A. kawachii demostrado por
Contreras Esquivel (Contreras Esquivel, 2003c). La accion de estas PGasas constitutivas
sobre sustratos pécticos redunda en la liberacion de sustancias inductoras (como el AGA).
Estos inductores activan una serie de familias de genes inducibles que codifican pectinasas, al
mismo tiempo estos genes pueden ser afectados por represion catabdlica por carbono
(Wubben et al., 2000).

Los mecanismos de regulacion de la expresion de las pectinasas ain no estan

establecidos debido a la complejidad y diversidad del sustrato; sin embargo, la sintesis del
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sistema pectolitico estaria controlada a nivel transcripcional por al menos 3 mecanismos

diferentes:

Induccién especifica por fuente de carbono (pectina o AGA).
# Represion catabdlica (mediada por el factor transcripcional CreA).
%

Regulacion por pH ambiental (controlada por el factor transcripcional PacC).

Induccidn por fuente de carbono

Se ha encontrado que la pectina, el APG y el AGA inducen la expresion de los genes
codificantes de poligalacturonsas, pectin liasas y pectin esterasas. La induccion del sistema
pectinolitico se ha demostrado en A. niger, en el cual el AGA es el principal inductor de los
genes que codifican las enzimas pectoliticas. Se observo que los genes individuales de cada
pectinasa se expresan a distintos tiempos y en presencia de diferentes fuentes de carbono,

entre ellas el AGA o bien un metabolito derivado de €l (de Vries et al., 2002).

Represion catabolica

Generalmente los represores del sistema pectinolitico son fuentes de carbono facil y
rapidamente asimilables como glucosa, fructosa y sacarosa. Su efecto es llevado a cabo a
través de la proteina CreA, la mas importante proteina represora de la expresion de genes

codificantes de pectinasas (Parenicova, 2000;de Vries, 2003;Akimitsu et al., 2004).

Regulacion por pH

El pH del medio de cultivo puede variar a medida que se producen y liberan
metabolitos con propiedades acido-base por parte del microorganismo en desarrollo. El pH
afecta tanto el crecimiento como la formacién de producto porque puede influenciar la ruptura
de los sustratos como asi también el transporte a través de la pared celular de sustratos y
productos (Martinez Trujillo, 2009). Por ejemplo, los genes de A. nidulans estan regulados
por el pH del medio, las PGasas se secretan a pH 4cidos, mientras que pectato liasa lo hace
cuando aumenta el pH (Eshel et al., 2002). Se ha reportado que A. foetidus crecido en cultivos
solidos sobre afrecho de trigo embebido con diferentes concentraciones de HCI produce
mayores actividades de pectinesterasa (PE) a menores concentraciones de HCl en tanto que
las mayores actividades de PGasa y PeL se obtienen a mayores concentraciones de HCl
(Cavalitto et al., 1996). La regulacion de la expresion de las PGasas por el pH estd mediada

por la proteina PacC (Trevisan et al., 2011;de Vries and Visser, 2001).
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1.7 Aplicaciones de las enzimas pectoliticas

Las pectinasas se utilizan en alimentos, para el desgomado y biorefinado (bioscouring)
de fibras textiles, produccion de papel, tratamiento de madera, alimentacion animal,
produccion de detergentes y tratamiento de aguas residuales, como auxiliares biotecnologicos
(Shivakumar and Nand, 1995;Hoondal et al., 2002;Rétt6 and Viikari, 1996). También se
emplean como herramientas analiticas en fitoquimica, en particular en estudios sobre la
estructura de la pared celular vegetal, quimica de polisacaridos, y para la produccion de
oligosacaridos y polisacaridos con propiedades farmacoldgicas (McCleary, 1986;Yamada,
1994).

Ademas el hombre ha utilizado a las enzimas pécticas con diferentes fines industriales.
Su primera aplicacion comercial, que data de 1930, fue para la preparacion de vinos y zumos
de fruta. Actualmente se utilizan preparados enzimaticos de pectinasas en los procesos de
extraccion, clarificacion y liquefaccion de zumos, para mejorar la calidad del producto, asi
como en la industria textil, y en otras aplicaciones biotecnologicas como la produccion de
papel, la extraccion de aceite y la fermentacion de te y café. El valor estimado de ventas de
enzimas pécticas en 1995 fue de 75 millones de ddlares, siendo el mercado de las enzimas
industriales de 1 billon de dodlares (Kashyap et al., 2001). Las pectinasas con aplicaciones en
industria alimenticia representan el 25 % del las ventas globales de enzimas grado alimenticio
(Singh, 1999).

Las enzimas pectoliticas se han aplicado en la industria de bebidas y alimentos por mas
de 70 afios. La aplicacion mas tradicional de las pectinasas es en la clarificacion de jugos. El
jugo que resulta luego del prensado de la fruta, como manzana o uva, es turbio debido a la
presencia de fragmentos de pared celular y a complejos formados por proteinas positivamente
cargadas rodeadas de una capa de pectina con carga opuesta. La repulsion de estos complejos
entre si los mantiene en suspension. El agregado de una mezcla de PGasa y PE o bien de PeL
sola, produce la degradaciéon de la capa externa de pectina, promoviendo la interaccion
electrostatica de los complejos, su precipitacion y la consiguiente clarificacion del jugo. La
pérdida de turbidez del jugo resulta indeseable en los jugos citricos destinados al consumo
excepto en el caso del jugo de limon destinado a la formulacion de bebidas colas. Cuando los
frutos se exprimen, la PE enddgena demetoxila la pectina y la posterior interaccion de la
misma con el Ca™ presente en el jugo da lugar a la precipitacion del pectato de calcio y la

consiguiente autoclarificacion. La degradacion parcial de la pectina mediante el uso selectivo
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de una PGasa o PeL genera productos de bajo peso molecular no precipitables en presencia de
calcio y de este modo se evita la autoclarificacion (Bonnin et al., 1997).

Las pectinasas también se utilizan para el procesamiento de pulpa (pulp enzyming). Se
adicionan a la masa prensada de frutas, las que como en los casos de frutillas, cerezas,
grosellas, frambuesas, manzanas y uvas, generalmente presentan alto contenido en pectina.
Las pectinasas degradan la pectina causando la gelificacion de la pulpa y facilitando el
proceso de filtracion. Este proceso se ha aplicado también para aumentar el rendimiento del
prensado en la produccion de aceites de oliva, palma y coco.

Otro proceso de gran interés biotecnoldgico es la maceracion, cuyo objetivo es
degradar la laminilla media del tejido vegetal para producir células libres practicamente
intactas (Pilnik and Rombouts, 1981;Renard, 1989;Nakamura et al., 1995). Dicho proceso fue
originalmente desarrollado para obtener néctares (bebidas viscosas, turbias y con pulpa). Las
peras, duraznos, damascos, papaya, maracuya y guayaba son frutos utilizados con frecuencia
en este proceso. La maceracion también es empleada para la obtencion de purés de vegetales
(zanahorias, morrones, etc.), con alto contenido de so6lidos, pigmentos y vitaminas, que se
utilizan en la alimentacion humana (bebés, adultos mayores), y como aditivos alimentarios.
Las PGasas y PeL son las enzimas utilizadas con mayor frecuencia durante la maceracion de
los tejidos vegetales.

La licuefaccion, proceso mas drastico que la maceracion, conduce a la degradacion de
la pared celular, se realiza a través de la accion combinada de pectinasas y celulasas, dando
lugar a la lisis y la consiguiente liberacion del jugo celular. Este proceso se aplica a la
produccion de jugos de frutas dificiles de filtrar como mango, banana o guayaba. Este proceso
presenta una restriccion importante, el uso de celulasas purificadas en la elaboracion de
alimentos no es aceptado por las agencias regulatorias. Un proceso alternativo es la
licuefaccion del orujo (pomace liquefaction), que consiste en diluir el orujo obtenido después
de prensar la pulpa de fruta y obtener el jugo de primera expresion. El orujo diluido se
licuefacciona enzimaticamente y se vuelve a filtrar obteniéndose un segundo jugo. Este

proceso se utiliza para incrementar la obtencion de jugos de manzana y anana.
1.8 La pectinesterasa

La pectinmetilesterasa o simplemente pectinesterasa (PE, EC 3.1.1.11) pertenece a la
clase CAZy 8 de las carbohidrato esterasas (Cantarel et al., 2009). Esta enzima, que puede ser

tanto de origen vegetal como microbiano, cataliza la hidrélisis especifica del éster metilico
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unido a la posicion C-6 del residuo AGA en la region lineal del HG de la pectina, alterando
asi el grado y el patron de metilesterificacion, liberando tanto metanol como protones (Fig.

1.12).
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Figura 1.12 Reaccion de demetoxilacion del homogalacturonano de la pectina catalizada por la PE (R1
y R2 corresponden a los fragmentos inicial y terminal del polimero de la pectina, (Jolie et al., 2010).

Las PE juegan un rol importante en tecnologia de alimentos debido a su actividad
sobre diversas materias primas vegetales. Particularmente, se utilizan en combinacién con
pectinasas depolimerizantes (PGasas y/o pectatoliasas) para degradar pectina, tanto en
procesos de clarificacion de jugos de fruta (particularmente los menos acidos como el de
manzana y uva) como en la reduccion de viscosidad de algunos productos alimenticios (Pilnik
and Rombouts, 1981;Fogarty and Ward, 1972;Ishii et al., 1979). También hay casos en los
cuales las PE se utilizan solas (elaboracion de pectinas de bajo metoxilo) (Ishii et al., 1979) o
clarificacion de jugos citricos, particularmente de limon (Pilnik and Rombouts,
1981;Baumann, 1981). El mecanismo de clarificacion enzimatica de jugos citricos se
fundamenta en el proceso de desesterificacion de la pectina que deriva en su coagulacion en
forma de pectato de calcio. Este mecanismo ocurre espontineamente en algunos jugos citricos
debido a la presencia de PE endogena. Sin embargo, este proceso natural es lento por lo cual
se hace necesario el agregado de cantidades suplementarias de preparados comerciales con
actividad de PE que debe ser activa al pH del jugo a clarificar. La actividad y estabilidad
optima de las PEs comerciales se encuentran generalmente en el rango de pH de 4 a 7.
Informacioén obtenida de empresas nacionales elaboradoras de jugos citricos revela que
actualmente el proceso de clarificacion enzimatica de jugo de limon presenta serios

inconvenientes debido a la escasa actividad y estabilidad de los preparados enzimaticos
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comerciales al pH natural del jugo. Como alternativa han surgido métodos de clarificacion
basados en la ultrafiltracion del jugo, los cuales también presentan inconvenientes
tecnologicos. De aqui surge la necesidad de bisqueda de PEs activas y estables en rangos de

pH bajos para explorar su utilizacion en los procesos ya mencionados.
1.8.1 Presencia y ubicacion

Las PEs de origen vegetal son enzimas ubicuas, se las ha encontrado en todas las
plantas superiores examinadas, en raices, tallos, hojas, flores y frutos (Rexova-Benkova and
Markovic, 1976;Benen et al., 2003). Las PEs vegetales se asocian principalmente a la pared
celular por interacciones idnicas y, por lo tanto, se liberan a altas concentraciones ionicas o
cambiando el pH a valores alcalinos (Rexova-Benkova and Markovic, 1976;Bordenave,
1996). Sin embargo, existen algunas formas solubles (Benen et al., 2003;Bordenave,
1996;Ciardiello et al., 2004;Markovic, 1998).

Finalmente, las PEs de origen microbiano son producidas tanto por bacterias
fitopatdégenas y hongos (Rexova-Benkova and Markovic, 1976;Markovic and Janecek,
2004;Rexova-Benkova and Markovic, 1976), como por microorganismos simbidticos durante
sus interacciones con las plantas (Lievens et al., 2002). También se las ha encontrado en
algunas levaduras (Benen et al., 2002;Gainvors et al., 1994;Nakagawa et al., 2000) e insectos
como el gorgojo del arroz y el pulgdn verde (Shen et al., 1999;Shen et al., 2005;Ma et al.,
1990).

1.8.2 Polimorfismo

Las PEs pueden presentar multiples isoformas, particularmente las de origen vegetal.
Esta gran variedad de isoformas es méas comun en dicotiledoneas que en monocotiledoneas. El
gran numero de isoformas de PEs en plantas probablemente refleje la diversidad de roles de la
enzima en la modificacion de la pared celular durante el desarrollo de la planta. Se cree que la
expresion de diferentes isoformas de PE, tanto espacial como temporalmente, es un
mecanismo para regular la actividad enddgena de la enzima en las plantas (Bosch and Hepler,
2005).

El grado de isoformas en PEs de origen microbiano es muy limitado y sélo aparece en
ciertos microorganismos (Pelloux et al., 2007;Benen et al., 2003;Bordenave, 1996). Las
diferentes isoformas catalizan la misma reaccion (Micheli, 2001). Sin embargo pueden diferir
en su pl, PM, grado de glicosilacion, termoestabilidad y propiedades cataliticas (Rexova-

Benkova and Markovic, 1976;Benen et al., 2003;Bosch and Hepler, 2005;Cameron et al.,
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1998). Se han encontrado PEs con diferentes pHs Optimos, dependencias de sales,
especificidades de sustrato y patrones de desesterificacion (Markovic and Janecek,

2004;Catoire et al., 1998;Pelloux et al., 2007;Goldberg R. et al., 2001).
1.8.3 Propiedades fisico-quimicas

Las PEs son proteinas de tamafio medio con un PM comprendido entre 25-54 kDa. Son
activas como mondmeros. Las PEs de origen eucaridtico pueden estar glicosilados en el
nitrégeno de Asn (N-ligada) o en el oxigeno de Ser o Thr (O-ligada) (Benen et al.,
2003;Bordenave, 1996) como ocurre otras proteinas de la pared celular (PGasas y PeLs). Sin
embargo, ha sido reportado s6lo un numero limitado de PEs glicosiladas, incluyendo
isoformas de PE de kiwi (Giovane et al., 1990;Ciardiello et al., 2008), de naranja (Cameron
and Grohmann, 1996;Rillo et al., 1992), de higo (Ding et al., 2002) y varias especies de
Aspergillus (Christgau et al., 1996;Warren et al., 2002).

El plI de las PEs puede variar entre 3,1 y 11, valores extremos encontrados para las PE
fungicas y de vegetales, respectivamente. Los pls neutros o alcalinos presentes en las PE de
vegetales podria explicar su fuerte grado de asociacion con la pared celular ligeramente acida
(Bordenave, 1996). Pocos estudios han puesto de manifiesto la presencia de PE acidas en
plantas, por ejemplo: en lino, higo, dlamo y raiz de achicoria (Jolie et al., 2010). Se cree, sin
embargo, que existe algin error para detectar PE &cidas en plantas, que podria estar
relacionado con las condiciones experimentales utilizadas para la extraccion de proteinas
(Micheli, 2001). Las PE fungicas poseen valores de pl mas acidos que aquellas de origen

vegetal y la mayoria de las bacterianas como la de Erwinia chrysanthemi (Bordenave, 1996).

1.8.4 Estructura

1.8.4.1 Estructura primaria

Se ha secuenciado un gran niimero de PEs de plantas y microorganismos, tanto por
medio de secuenciacion proteica como de genes (Christgau et al., 1996;Laurent et al.,
1993;Markovic and Jornvall, 1986;Markovic et al., 2002;Bordenave, 1996;Gaffe et al.,
1997;Richard et al., 1994). Si bien existe cierta homologia, las enzimas parecen ser
divergentes, con un rango de identidad de residuos desde un 85 % para algunas PEs de plantas
hasta un 20-30 % para PEs microbianas (Pelloux et al., 2007;Markovic et al., 2002;Jenkins et
al., 2001;Markovic and Jornvall, 1992); http://www. cazy.org/CE8.html and
http://services.uniprot.org, 2010).
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Cuando se comparan las secuencias de aminodcidos de mas de 100 PEs (de plantas y
microorganismos) se puede observar que todas contienen 5 segmentos secuenciales de alta
similitud, 6 residuos estrictamente conservados (3 residuos de Gly, 1 de Asp, 1 de Argy 1 de
Trp), y varios residuos aromaticos altamente conservadas funcionalmente importantes
(Pelloux et al., 2007;Markovic and Janecek, 2004). A pesar de estas similitudes, se han
encontrado diferencias significativas entre PEs de plantas, hongos y bacterias, especialmente
en el contenido en residuos de His, Cys y aromaticos (Markovic and Janecek, 2004). También
se han encontrado diferencias en la formacion de puentes disulfuro; por ejemplo, la presencia
de dos puentes intra-cadena se han descrito para la PE de tomate (Markovic and Jornvall,
1992;D'Avino et al., 2003), caracteristica controvertida por Di Matteo y otros (Di Matteo et
al., 2005). Se ha detectado un puente disulfuro en la PE de E. chrysanthemi (Johansson et al.,
2002), mientras que se piensa que no existen en la PE de zanahoria (Johansson et al., 2002).
Es posible construir un arbol genealdgico (cladograma) utilizando los alineamientos de las
secuencias representativas de 70 PEs. Como resultado se obtienen varios clados filogenéticos:
uno de hongos, otro de bacterias y ocho de plantas, reflejando los diferentes grados de

variedad que existen entre ellos (Markovic and Janecek, 2004;Eklof et al., 2009).
1.8.4.2 Estructura tridimensional

Hasta la fecha, las tnicas estructuras tridimensionales de PEs que han sido esclarecidas
son la de Erwinia chysanthemi, la de zanahoria (Johansson et al., 2002) y la de tomate
(modelo molecular ((D'Avino et al., 2003) y estructura cristalina (Di Matteo et al., 2005)). Las
tres enzimas muestran una gran similitud en el plegamiento global. El sitio de unién a la
pectina esta situado de manera superficial con forma alargada, accesible al solvente, formado
por loops externos. La parte central de esta hendidura estd revestida por varios residuos
aromaticos (Tyr, Phe, Trp), como es caracteristico en los sitios de union a carbohidratos. La
molécula de pectina tiene una configuracion de hélice (Figs. 1.13A y B), con los grupos
carboximetilos apuntando en diferentes direcciones que los sucesivos residuos de AGA que
puede ser acomodada en dicha hendidura (Fig. 1.13C). El hipotético sitio activo (representado
por la PE de zanahoria en la Fig. 1.13D) que se encuentra en esta cavidad contiene varios
restos de aminoacidos conservados: dos Asp, dos GIn y una Arg (Jenkins et al., 2001;D'Avino

et al., 2003;Di Matteo et al., 2005;Johansson et al., 2002).
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Figura 1.13 Estructura tridimensional de PE de zanahoria. A) Estructura de hélice B. B) Vista de
la estructura rotada 90° en eje X (N-terminal). C) Representacion del sitio de union a la pectina.
D) Sitio activo con una molécula de sustrato (Jolie et al., 2010).

La superposicion de las estructuras conocidas de las PEs de zanahoria, tomate y E.
chrysanthemi (Fig. 1.14) confirma la similitud de los plegamientos topoldgicos. Al mismo
tiempo, pone de manifiesto una gran diferencia entre las PEs de plantas y la bacteriana, como
es la forma de la hendidura del sustrato, que es més profunda en la bacteriana por la presencia

de loops mas largos (D'Avino et al., 2003;Di Matteo et al., 2005).

Active site . . Active sie =
clefl chen

Figura 1.14 Comparacion de la estructura 3D de diferentes PEs. A) PE de tomate (verde) y zanahoria
(naranja). B) Superposicion de la PE de tomate y de E. chrysanthemi (violeta) (Jolie et al., 2010).
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1.8.5 Actividad catalitica

1.8.5.1 Mecanismo de reaccién

La PE cataliza la hidrolisis especifica de la unién éster metilico en el C-6 de los
residuos de AGA presentes en la pectina, formando un carboxilo disociable en la cadena de
pectina y liberando metanol. La presencia de grupos carboxilicos libres en la cercania del sitio
activo parece ser necesaria para la actividad de PE (Rexova-Benkova and Markovic,
1976;Fries et al., 2007;Bordenave, 1996). Este hecho explicaria la preferencia de la PE por las
pectinas parcialmente desesterificadas (Johansson et al., 2002;Andersen et al., 1995;van
Alebecek et al., 2003).

Baséandose en la estructura del sitio catalitico de la PE de zanahoria (Fig. 1.13D), se ha
propuesto un mecanismo de accion de la PE (Johansson et al., 2002), el cual fue confirmado
posteriormente para la PE de tomate (Di Matteo et al., 2005) y para la de E. chrysanthemi con
pequenios cambios (Fries et al., 2007). El carboxilato cargado negativamente de un residuo
Asp del sitio activo, estabilizado por un enlace de hidrogeno a una Arg, realiza un ataque
nucleofilico en el carbono carbonilo del éster metilico de HG. En analogia con otros
mecanismos hidroliticos se forma un intermediario con forma de tetraedro cargado
negativamente, que se estabiliza por la presencia de cadenas laterales conservadas de Gln.
Posteriormente, un segundo residuo Asp (en general el acido-base en la reaccion) actlia como
un donador de protones en la etapa de escision donde metanol se libera. El sitio activo se
restaura a través de la extraccion de un protoén de una molécula de agua entrante por el grupo
carboxilato resultante del segundo Asp, escindiendo el enlace covalente entre el substrato y el
primer Asp. Por su interaccion con los anillos aromaticos, la cadena del HG se mantiene
dentro de la hendidura del sustrato, a la espera del proximo paso de desmetoxilacion. Un
mecanismo alternativo sugiere que el Asp del sitio activo es el responsable de la
desprotonacién catalitica de una molécula de agua, en lugar de un ataque nucleéfilo sobre el

carbono carbonilico (Jenkins et al., 2001).
1.8.5.2 Influencia del pH y de los cationes

Las PEs, especialmente las de plantas, suelen ser muy sensibles al entorno iénico. La
estabilidad al pH depende de la fuente de la enzima y se extiende de 1 a 10 (Benen et al.,
2003). El pH 6ptimo de las diferentes PEs varia sustancialmente, como se puede deducir de su
amplio rango de pls: desde alcalino para la mayoria de las PE de origen vegetal o bacteriano

hasta 4cido para la mayoria de origen fungico (Pelloux et al., 2007;Benen et al., 2003).
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Las PEs vegetales y las bacterianas suelen ser poco activas a pHs acidos debido a las
fuertes interacciones entre la enzima cargada positivamente y los grupos carboxilicos libres
del HG (producto de la reaccion enzimatica). A pHs basicos ocurre lo inverso, las PEs
alcalinas pueden ser liberadas de su sustrato por la repulsion electrostatica entre los grupos
carboxilos libres y la carga negativa de la enzima (Bordenave, 1996;Nari et al., 1986). Lo
contrario ocurre con las PEs de origen fingico.

Los cationes afectan la catalisis de las PEs. Para la mayoria de las PEs vegetales, los
cationes son esenciales para la actividad enzimatica (Rexova-Benkova and Markovic,
1976;Bordenave, 1996;Moustacas et al., 1991). Sin embargo, se han descripto algunas
isoformas de PEs independientes de los mismos (Savary et al., 2003;Warrilow et al.,
1994;Savary et al., 2002;Phan et al., 2007).

Generalmente la actividad de PEs aumenta con la fuerza ionica hasta llegar a un valor
optimo por encima del cual comienza a disminuir. Dicho valor 6ptimo depende de la
naturaleza del cation (Ma et al., 1990;Leiting and Wicker, 1997;Sun and Wicker, 1999). Se ha
propuesto que los cationes (iones metalicos, asi como poliaminas) compiten con las proteinas
cargadas positivamente por la interaccion con los grupos carboxilicos libres de la pectina
formados luego de la accion enzimdtica. De este modo, se facilita la liberacion de la enzima
ya que la mayoria de las PEs vegetales poseen pl alcalinos, por lo cual se encuentran cargadas
positivamente, incluso a pHs ligeramente basicos (Benen et al., 2003;Bordenave, 1996;Nari et
al., 1991;Charnay et al., 1992). Sin embargo, un mayor incremento en la concentracion salina
deriva en el bloqueo de los grupos carboxilicos libres (necesarios para la actividad
enzimatica) vecinos al grupo carboxilico esterificado (blanco de la enzima) (Nari et al.,

1991;Charnay et al., 1992).
1.8.5.3 Modo de accién

La desesterificacion no enzimatica es un proceso aleatorio que deriva en una
distribucion estadistica de AGA libres y metoxilados en el HG (Limberg et al., 2000;Van
Buren, 1979). Por el contrario, la desesterificacion enzimatica por parte de las PEs procede de
una manera mas ordenada. Se pueden considerar 3 mecanismos tedricos para describir el
mecanismo de desesterificacion enzimdtica (Greenwood and Milne, 1968;Fries et al.,
2007;Duvetter et al., 2006) a saber:

1. Aleatoria o de cadena multiple, donde la enzima cataliza una unica reaccion para

luego disociarse del sustrato.
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2. Lineal o de cadena simple, donde la enzima remueve todos los metilésteres contiguos
de una tnica cadena de pectina antes de disociarse del sustrato.

3. De ataque multiple, donde la enzima desesterifica un nimero promedio limitado
(denominado grado de ataque multiple) metilésteres contiguos antes que el complejo
enzima-pectina se disocie.

Estos tres modelos se extienden desde la disociacion inmediata de la enzima después
de un ciclo de reaccion hasta decenas o cientos de eventos cataliticos antes de la disociacion
final enzima-sustrato (Cameron et al., 2008).

En general se acepta que las PEs con pl alcalino (de plantas y de bacterias) eliminan
los ésteres metilicos de manera progresiva, en bloques, creando largos tramos contiguos de
residuos AGA desesterificados, explicandose por el mecanismo de cadena simple (Fries et al.,
2007;Grasdalen et al., 1996;Cameron et al., 2008;Markovic and Kohn, 1984;Ralet et al.,
2001). Este mecanismo de desesterificacion ha sido confirmado por la existencia de residuos
metoxilados por delante del sitio catalitico y residuos demetoxilados por detrds del mismo
(residuos upstream y downstream) (Fries et al., 2007). En el caso de las PEs 4cidas (fingicas
y algunas pocas de vegetales), la pectina se desesterifica en forma aleatoria de acuerdo al
mecanismo de cadena multiple el cual resulta en una distribucion "mas aleatoria" de AGA
desesterificados (Matssura et al., 2000;Limberg et al., 2000;Duvetter et al., 2006). No
obstante, esta es una vision muy simple ya que se cree que otros factores pueden influir en el
modo de accion, tales como el pH, GM y PM inicial de la pectina. Se ha demostrado que el
patrén de accion de algunas isoformas de determinadas PEs es dependiente del pH. A un pH
dado, algunas isoformas son mas efectivas que otras cuando atacan pectinas altamente
esterificadas (Kim et al., 2005;Catoire et al., 1998;Goldberg R. et al., 2001;Den¢s et al.,
2000).

El patrén de desesterificacion de la pectina por parte de las PEs se ha estudiado
utilizando diversos métodos (Markovic and Kohn, 1984;De Vries J.A et al., 1983;Versteeg,
1979;Grasdalen et al., 1996;Andersen et al., 1995). A su vez, se han caracterizado los
fragmentos de los polimeros parcialmente desesterificados luego de ser sometidos a hidrolisis
por endo-PGasas (Versteeg, 1979). También han sido reportados diversos estudios
cuantitativos donde se utiliza espectroscopia 'H-NMR para establecer la distribucién de los
grupos metoxilos de la pectina desesterificada con diferentes grados de esterificacion
(Grasdalen et al., 1996;Andersen et al., 1995). Por otra parte, se han informado estudios

cromatograficos de pectinas altamente metiladas que han sido desesterificadas por PEs de

29



Introduccion

diferentes origenes (Ralet et al., 2002). Finalmente, se han evaluado los coeficientes aCa"
(funcién compleja de la densidad de carga lineal de las macromoléculas) luego de la
desesterificacion enzimatica para determinar el modo de accién de las PEs (Markovic and
Kohn, 1984). De estas investigaciones se ha propuesto que las PEs alcalinas de plantas
superiores, como tomate, naranja y alfalfa, presentan un mecanismo de desesterificacion
lineal sobre la cadena originando bloques de grupos carboxilicos. Por el contrario, las PEs
acidas, de origen generalmente fingico, desesterifican en forma aleatoria los carboxilicos
esterificados de la pectina (Markovic and Kohn, 1984).

Las propiedades funcionales de las pectinas se deben no sélo a la cantidad sino
también a la distribucion de los ésteres metilicos, tanto en la pared celular de plantas y en
ciertos productos alimenticios (i.e.: la susceptibilidad hacia despolimerizacion enzimatica de
PGasa o PeL, y capacidad de formacion de gel de calcio-pectina) (Willats et al., 2001a; Willats
et al., 2001b;Thibault and Ralet, 2003;Waldron et al., 2003). Por ello, el modo de accion de
las PEs es de gran interés no so6lo para los cientificos dedicados el estudio de las plantas, sino

también para los tecnologos de alimentos.
1.9 Aspergillus kawachii

Aspergillus es uno de los géneros mas utilizados en la industria biotecnoldgica por sus
altos niveles de secrecion de proteina ademas de su condicion GRAS (generally regarded as
safe) para la produccion de enzimas microbianas de uso alimenticio. Algunas especies son
usadas tradicionalmente, particularmente en paises orientales, en la fermentacion de granos
para la produccion de alimentos y bebidas. Las especies mas importantes de este hongo son:
A. niger, A. oryzae, A. sojae, A. awamori, A. usami y A. kawachii (Cook and Campbell-Platt,
1993).

El hongo amarillo del koji (A. oryzae) se ha utilizado para la elaboracion de sake
(Machida et al., 2005), mientras que el hongo negro del koji (A. awamori) y su mutante
albino, el hongo blanco del koji (A. kawachii) se han empleado para hacer el shochu, bebida
alcoholica destilada del Japon cominmente elaborada a partir de cebada, batata y/o arroz. El
shochu se produce principalmente en el suroeste de Japon (isla de Kyushu), donde el clima es
relativamente mas céalido que en los lugares para la elaboracion del sake. Por ello, los tanto A.
awamori como A. kawachii fueron seleccionados para la elaboracion del shochu ya que al ser
productores de acidos evitan la contaminacion bacteriana indeseable. A pesar de estas dos

especies de moho koji estan filogenéticamente cercanas a A. niger, ambas estin claramente
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separados de A. niger (Yamada et al., 2011). En la Tabla 1.1 se detallan algunos de los
ejemplos mas representativos del uso de A. kawachii en fermentaciones alimentarias

tradicionales de paises orientales.

Tabla 1.1 Empleo de A. kawachii como iniciador en productos alimenticios originarios de Japon,

Corea y China.

Producto Nombre Iniciador Ingrediente

. Referencia
popular principal

(Teramoto et al., 1994)

Arroz, cebada o (Obayashi and Uchi, 1999)

Vino (Japdn) Shochu Shochu-koji

batata (Setoguchi et al.. 1993)
Sazo,nador Mirin Shochu-koji Arroz (Nunokawa et al., 1982)
(Japdn)

(Kawai et al., 1977)
Vino (Japon)  Tiposake  Shochu-koji Arroz (Chiyogiku, 1982)
(Shimamura et al., 2001)

Cerveza . A. kawachii- .
(Corea) Takju Nuruk Arroz, trigo (So et al., 1999)
S;S;E g(e)rea) Kochujang A kf/[vl?sh”- Soja, aji o chile (Lee et al., 1984)
Vino (China) - A. kawachii Jugos, dcido (Zhang and Yang, 2001)

acético

Recientemente se ha determinado la secuencia del genoma de A. kawachii IFO 4308
(Futagami et al., 2011). El analisis de la secuencia podria dar una idea de las propiedades de
este hongo que lo hacen superior para su uso en la produccion del shochu. Esta informacion
podria dar lugar a un mayor desarrollo de A. kawachii en aplicaciones biotecnologicas
industriales.

Aspergillus kawachii es un hongo blanco, filamentoso, que se caracteriza por ser hiper
productor de acido citrico ademds de ser utilizado en la produccién de vino de arroz (sake)
(Toyama and Toyama, 1997). Produce enzimas extracelulares caracterizadas por ser activas y
estables a pH mas 4acidos que sus equivalentes producidas por otros microorganismos.
También se lo suele utilizar como iniciador de la fermentacién, donde cumple el rol de
degradar los polisacaridos presentes en los granos para dar origen al sustrato (mosto) en un
proceso semejante al malteado. Posteriormente, este mosto serd inoculado dando inicio a la
fermentacion alcohodlica. A. kawachii se utiliza desde tiempos ancestrales, cuando existia un
uso empirico de varios microorganismos para el procesamiento de materiales de origen

vegetal destinado a la produccion de alimentos.
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1.9.1 Aspergillus kawachii como productor de enzimas involucradas en la degradacion de
la pared celular

Aspergillus kawachii crece a valores de pH muy bajos como los que se emplean en la
elaboracion de kojis destinados a la fermentacion de cereales (particularmente arroz) en
medio acido (pH: 2,0-4,0) para la produccién de shochu (aguardiente japonés), mirin
(saborizante) y alcohol. Por el caracter 4cido de la fermentacion, este hongo debe producir
diferentes enzimas extracelulares acido-estables y con rangos de actividad a pHs mas bajos en
comparacion con enzimas similares producidas por otros microorganismos. Varias de ellas,
proteasas acidas, xilanasas, amilasas, glucoamilasas, maltasas y poligalacturonasas, han sido
purificadas y parcialmente caracterizadas bioquimica y genéticamente, particularmente por
investigadores japoneses (Mikami et al., 1987;Mikami et al., 1988;Iwano et al., 1986;Ito et
al., 1992a;Kojima et al., 1999;Contreras Esquivel et al., 1999). Algunas de estas enzimas
fueron clonadas y expresadas en Saccharomyces. En la Tabla 1.2 se puede observar que la
mayoria de las enzimas expresadas por A. kawachii estan relacionadas con la degradacion del
almidon, celulosa, hemicelulosa y proteinas. Es relativamente poca la informacion reportada

sobre el sistema pectolitico de este microorganismo.

Tabla 1.2 Propiedades de diversas enzimas de A. kawachii.

Enzima PM pl , p.H Rango Terppgratura Referencias
Optimo de pH optima

Amilasa | 104 4,2 4-5 2,5-6,0 70 (pH5)  (Mikami et al., 1987)

Amilasa II 66 4,2 5 2,5-6,0 70 (pH 5) «“

Amilasa Al 85 - 5 2,0-6,5 - (Sudo et al., 1994)

Amilasa A2 50 - 5 4,5-9,5 - «

Amilasa A3 56 - - - - (Omori et al., 1994)

Glucoamilasa 101 - 4-5 3-8 - (Mikami et al., 1988)

Carboxilproteinasa 35 3,9 238 4y 2,2-6,4 50 (Yagi et al., 1986)

. (Iwashita et al.,
B-Glucosidasa EX —1 145 - - 2-9 30 1998)
B-Glucosidasa EX -2 130 - - 2-9 30 “
B-Glucosidasa CB —1 120 - - 2-9 30 «
endo-xilanasa A 35 6,7 5.5 3-10 60 (Ito et al., 1992b)
endo-xilanasa B 26 4.4 4,5 3-10 55 «
endo-xilanasa C 29 3,5 2,0 1-9 50 «
PGasa-Al 43 - 4 - 50 (Kojima et al., 1999)
PGasa-A2 80 - 3 - 60 «“

PGasa-B 71 - 5 - 60 «“
35y (Contreras Esquivel
PGasa 1 60 5.0 4.5 2-4,5 and Voget, 2004)
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1.10 Objetivos, justificacion y plan de tesis.

Estudiar la produccion de enzimas pectoliticas (tanto novedosas como previamente
reportadas) por Aspergillus kawachii, caracterizarlas y compararlas con sus equivalentes de
otros origenes. Considerando la capacidad de A. kawachii de producir enzimas activas en
condiciones de alta acidez y al escaso conocimiento de su sistema pectolitico, se inici0 este
trabajo de investigacion para contribuir al estudio de las pectinasas de este microorganismo.
Este trabajo incluyo el screening de actividades enzimaticas, la produccion, purificacion y
caracterizacion de la PE activa a bajos valores de pH (2,0-3,0) y su aplicacion a la
clarificacion de jugo de limén. A continuacion se define el plan de trabajo desarrollado en

este trabajo.

Plan de Tesis

Capitulo 1: Introduccion.

Estado actual de la estructura de la pectina, enzimas que la degradan y
microorganismos involucrados. Estudio y andlisis del estado del arte de los temas
comprendidos en este trabajo.

Capitulo 2: Enzimas pectoliticas de A. kawachii.

Realizacion cultivos, purificaciones y caracterizaciones de enzimas pectoliticas de A.
kawachii en medios liquidos con diferentes fuentes de carbono (en presencia o no de pectina
y/o sustancias relacionadas conteniendo AGA como agente inductor).

Capitulo 3: Produccion de Pectinesterasa de A. kawachii.

Cultivos en fase solida y liquida. Determinacion de inductores de la enzima.
Produccion de Pectinesterasa en biorreactor. Optimizacion de la produccion utilizando
superficies de respuesta.

Capitulo 4: Purificacion y caracterizacion de Pectinesterasa de A. kawachii.

Purificacion de PE producida en pectina como fuente de carbono y energia.
Determinacion de propiedades fisico-quimicas y cinéticas, modo de accién (en bloque o
random), estabilidad térmica, efecto de iones y otras sustancias. Estabilidad térmica y al pH.
Comparacion con PE comercial de Aspergillus aculeatus.

Capitulo 5: Conclusiones generales.
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Capitulo 2

Enzimas pécticas de Aspergillus kawachii

2.1 Resumen

Se llevdo a cabo el screening de las pectinasas extracelulares producidas por A.
kawachii en cultivos liquidos con diferentes FCE. El hongo se cultivé en medios conteniendo
triptona como FN, sales y pectina citrica o pomaza de limén. La pomaza contiene
basicamente polisacaridos de la pared celular vegetal, tales como celulosa, hemicelulosa y
pectina. La mayoria de las pectinasas fungicas son inducibles por componentes de la pared
celular vegetal. Como referencia se emple6 el medio con glucosa para analizar la expresion
constitutiva de las enzimas. Se utilizaron sustratos especificos para detectar la presencia de
enzimas que degradan tanto el esqueleto principal como las ramificaciones de la pectina y
procesos cromatograficos para separar y caracterizar parcialmente las enzimas detectadas. Las
actividades enzimadticas se determinaron tanto a pH 5,0 como a pH 2,0 para evaluar la
presencia de enzimas acidofilicas.

Los resultados obtenidos mostraron que este hongo produce al menos una de las
siguientes enzimas inducibles: PGasa d4cida, pectinliasa, pectinmetilesterasa, o-L-
arabinofuranosidasa, a-1,5-endoarabinasa, [-D-galactosidasa/exogalactanasa y [-1,4-
endogalactanasa. También se detectd la presencia de a-L-ramnosidasa y B-D-fucosidasa, en
particular en los medios con pomaza de limén. Se confirmé la ausencia de actividad
ramnogalacturonasa en los cultivos. La mayoria de las pectinasas testeadas fueron activas a
pH: 2,0-2,5, indicando que las enzimas de A. kawachii son acidofilicas. El fendémeno de
induccion-represion de la produccion de pectinasas de A. kawachii seria semejante al

descripto en otras especies de Aspergillus.
2.2 Introduccion

El hongo filamentoso Aspergillus kawachii es ampliamente utilizado en las industrias
alimenticias de Japon y de Corea, para la preparacion de iniciadores de la fermentacion, i.e.
koji y nuruk, los cuales son utilizados en la elaboracion de sake y de makgeoli,
respectivamente, ambas bebidas alcohdlicas tradicionales (Lee, 1999;Kitamot, 2002). Durante

la fermentacion el hongo libera enzimas extracelulares que sacarifican y disuelven el sustrato
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(arroz, cebada, batata). Paralelamente, el hongo produce cantidades importantes de acidos
organicos, particularmente citrico, por lo que el pH del medio baja llegando a valores muy
bajos (pH cercano a 2). Por ello, las enzimas extracelulares liberadas deben ser 4dcido-estables
y activas para ejercer su accion de modo conveniente.

Hasta el presente, las hidrolasas extracelulares mejor caracterizadas de A. kawachii son
las proteinasas, celulasas, xilanasas y amilasas (Iwano et al., 1986;Yagi et al., 1986;Mikami et
al., 1987;Ito et al., 1992b;Iwashita et al., 1998;Nagamine et al., 2003). Exceptuando las
poligalacturonasas (PGasas) (Hayashi, 1958;Kojima et al., 1999;Contreras Esquivel and
Voget, 2004;Voget et al., 2006), existe muy poca informacion de las demdas enzimas de A.
kawachii que degradan pectina (enzimas pectoliticas, pectinasas). Asi, la caracterizacion de
las pectinasas de este hongo puede ayudar a elucidar el proceso de maceracion y fermentacion
el grano usado para preparar bebidas fermentadas y permitir el descubrimiento de novedosas
enzimas acidofilicas.

Estas razones motivaron la realizacion de un screening de las pectinasas, que degradan
tanto la cadena principal como las ramificaciones de la pectina, en filtrados de cultivos de este
hongo. Las pectinasas, constituyen un heterogéneo y complejo sistema catalitico, hecho que
es consistente con la complejidad estructural de los sustratos sobre los que actiian (pectina).
Actualmente existe un renovado interés por estas enzimas en diferentes areas, como
consecuencia del avance del conocimiento de la estructura fina de las pectinas y del
aislamiento de nuevas pectinasas. Aspergillus kawachii se caracteriza por su capacidad de
crecer en medios fuertemente acidos y liberar al medio de cultivo varias hidrolasas activas a
pHs mas acidos que enzimas similares producidas por otras especies. Con excepcion de
algunos reportes sobre actividad poligalacturonasica, el sistema pectinolitico de este
microorganismo resta atn por ser caracterizado.

En este capitulo se complementd el screening previamente realizado en nuestro
laboratorio por el Dr. Juan C. Contreras Esquivel (Contreras Esquivel, 2003a). Para ello se
realizaron diferentes cultivos de A. kawachii utilizando tanto pectina como pomaza de limén
como FCE y como potenciales inductores de las enzimas degradadoras la pared celular (de
Vries and Visser, 2001), y glucosa como medio de referencia para testear la posible
produccion constitutiva de pectinasas (Contreras Esquivel and Voget, 2004). Ademas, se
realizaron las determinaciones de las actividades enzimaticas no sélo a pH 5,0 sino también a
pH 2,0. Finalmente, se llevaron a cabo varios procesos cromatograficos para separar y

posteriormente caracterizar parcialmente diferentes actividades enzimaticas.
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Reactivos y soluciones

Glucosa (Glu), acido galacturonico (AGA), arabinosa (Ara), galactosa (Gal), acido
poligalacturénico (APG; sal sddica, 90 % de AGA anhidro), pectina citrica (Pec; 85 % de
AGA anhidro, GM: 53 %), carboximetilcelulosa (CMC; sal sédica), xilano de madera de
haya, arabinogalactano de madera de alerce (AG), p-nitrofenill-a-L-arabinofuranésido (pnp-
Ara), p-nitrofenil-B-D-fucopirandsido (pnp-Fuc), p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (pnp-Glu),
o-nitrofenil-p-D-galactopiranésido (ONPG), p-nitrofenil-a-L-ramnopiranésido (pnp-Ram) y
m-hidroxidifenilo (mhdf) fueron obtenidos de Sigma (St. Louis, MO, USA).
Ramnogalacturonano de soja (RG), arabinano de remolacha y galactano de papa fueron
obtenidos de Megazyme (Irlanda). Se utiliz6 pomaza de limén (PL) de Citrinor (Tucuman,
Argentina) libre de semillas, triturada mecanicamente con un procesador de alimentos y
tamizada, empleando la fraccion 80 + / 100 —. La composicion de PL fue la siguiente (% p/p
en base humeda): agua 8,2, AGA 29, aztcares neutros 36 (Glu 50 %, Ara 20,5 %, Gal 14,0 %,
Xil 7,0 %, Ram 1,7 % y fucosa 0,8 %) y proteinas 6,7.

Para la determinacién de la actividad PE se utilizaron 2,4-pentanodiona y alcohol
oxidasa de Pichia pastoris, ambos de Sigma.

Los buffers utilizados fueron: citrato-fosfato (BCP), cuya composicion fue la
siguiente: 4cido citrico 50 mM, fosfato disoédico 25 mM vy acetato de sodio (BAcNa) 20 6 50
mM. Los pH de los buffers se ajustaron con NaOH o HCI.

El agar papa-dextrosa (APD) fue de Merck y la triptona de Difco. Los productos
enzimaticos Olivex® (Novozyme, Dinamarca) y FP Super® (Gist Brocades) se utilizaron
como control de diversas actividades enzimaticas. El producto comercial Olivex, una mezcla
no caracterizada de diferentes enzimas degradadoras de pared celular vegetal, se utiliz6 como
control positivo de la actividad ramnogalacturonasa. Este producto enzimatico se desald

mediante una columna PD-10 equilibrada con BAcNa 20 mM, pH 5,0.
2.3.2 Microorganismo utilizado, condiciones de cultivo y procesamiento de las muestras

La cepa fungica de Aspergillus kawachii IFO 4308, fue proporcionado por el Profesor
Takuo Sakai de la Universidad Prefectural de Osaka, Japon. Los esporos liofilizados se
resuspendieron en Tween 80 al 0,01 % (p/v), se propagaron a 30°C en tubos con medio APD,
y finalmente se mantuvieron bajo vaselina a 4°C (medio stock). Con el medio stock se

inocularon erlenmeyers de 125 ml conteniendo 20-25 ml de APD y luego de esporular se
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conservaron en la heladera por un periodo no mayor a un mes. Cuando fue necesario los
esporos se resuspendieron con Tween 80 al 0,01 % (p/v) y se contaron en camara de
Neubauer. Esta suspension de esporos se utilizd para inocular el medio liquido.

Para la fermentacion liquida (Contreras Esquivel and Voget, 2004) se utilizaron
erlenmeyers de 500 6 1000 ml con 50 6 100 ml de medio de cultivo respectivamente. La
composicion del medio fue la siguiente (g/l): FCE (Glu, Pec o PL) 10,0; triptona 5,0;
K,HPO,4, 1,0; KCI, 0,5; MgSO47H,0, 0,5 y FeSO47H,0, 0.01. El K;HPO, y la FCE se
esterilizaron separados de la triptona y de las sales mediante autoclavado (15 min, 121°C).
Los medios integrados se inocularon de manera tal de obtener una concentraciéon de 10°
esporos/ml. Los cultivos se llevaron a cabo a 30°C y 200 rpm en agitador rotatorio (New
Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA).

A diferentes tiempos de cultivo, se tomo el contenido de los distintos erlenmeyers, se
midi6 el volumen total y el pH. Posteriormente se ajustd a pH 5,0 con HCl o con NaOH 1 N,
segun corresponda, con el fin de estandarizar las condiciones de la filtracién con respecto al
pH (en experiencias previas se habia demostrado que existen procesos de adsorcion
diferencial de las enzimas al papel de filtro). Los insolubles remanentes del cultivo (micelio e
insolubles del medio) se separaron por filtracion a través de papel de celulosa (Whatman #
40). Los insolubles se lavaron con agua destilada y se secaron en estufa a 60°C hasta peso
constante. El filtrado a pH 5,0 se fraccion6, congel6 a - 70°C y posteriormente se liofilizé para
ser conservado en heladera hasta su utilizacion. Los liofilizados se resuspendieron en una
concentracion 10 x respecto del cultivo original con agua destilada. Luego de 10 min, se
centrifugaron a 10.000 g, durante 5 min y el sobrenadante se filtr6 por membrana de acetato
de celulosa (@ = 47 mm; tamafo de poro nominal: 0,45 um, Osmonics). Posteriormente, el
filtrado se desalé mediante una columna PD-10 equilibrada con BAcNa (20 mM, pH 5,0). El
eluido se conservo en la heladera a 4°C por un periodo maximo de 5 dias y se utilizd para

realizar el screening de las actividades enzimaticas.
2.3.3 Actividades enzimaticas

Actividad sobre sustratos poliméricos: las actividades de poligalacturonasa (PGasa),
carboximetilcelulasa (CMCasa), xilanasa, ramnogalacturonasa (RGasa), arabinasa (ARAasa),
galactanasa (GALasa) y arabinogalactanasa (AGasa) se determinaron con sus respectivos
sustratos (APG, CMC, xilano, RG, arabinano, galactano y AG, respectivamente) por

incremento de poder reductor mediante la técnica de Somogyi-Nelson (Herber et al., 1971).
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La reaccion se llevd a cabo incubando 180 pl de sustrato (0,5 % para PGasa, CMCasa,
xilanasa y 0,2 % para el resto de las actividades, en BCP, pH 2,0 6 5,0) con 20 pl de muestra
durante 0,5 a 8 h. La reaccion se detuvo colocando las mezclas de reacciéon en un bafio
agua/hielo, agregando en forma inmediata el reactivo de Somogyi para luego proseguir con la
técnica. Simultdneamente se incubo6 un blanco de sustrato donde se sustituy6 la enzima por el
buffer empleado y un blanco de muestra con la enzima inactivada térmicamente (10 min,
100°C en buffer). Para la preparacion de galactano y arabinano, los sustratos se llevaron a
temperaturas de 50°C y 60°C, respectivamente, para lograr su completa disolucion. Segun el
sustrato empleado se utiliz6 Gal, Ara 0 AGA como patrén para la curva de calibracion al
respectivo pH de reaccion.

Actividad RGasa en gel: la determinacion de la actividad RGasa se evalud también por
un test cualitativo en gel de agarosa conteniendo RG. Se prepard una mezcla de agarosa y RG
(1,0 % y 0,2 % p/v, concentracion final, respectivamente) en BAcNa (50 mM, pH 4,5). La
mezcla fundida se virtio en caja de Petri. Luego de la formacion y consolidacion del gel se
realizaron orificios circulares (@ = 3 mm) con sacabocados donde se sembro 5 pl de muestra
enzimatica. Las placas se incubaron a 37°C durante 6 h, luego de lo cual se lavaron 2 veces
con agua y finalmente se cubrieron con rojo rutenio al 0,05 % (p/v) en agua para finalmente
incubarlas por 10 min. Posteriormente, se elimind la solucion remanente y se lavo con agua
destilada. La presencia de actividad enzimatica positiva se observoé mediante la aparicion de
halos incoloros en el gel rojo.

Actividad liasa: las actividades de pectinliasa (PeL) y de pectatoliasa se ensayaron por
incremento de absorbancia a 235 nm (&35 = 4600 M'cm™) con Pec (GM 53) o APG al 0,5 %
(p/v) en BCP al pH indicado respectivamente (Albersheim, 1966). Para la actividad PL se
agreg6 CaCl, (1 mM) a la mezcla de reaccion. Antes de ser utilizados los sustratos se filtraron
a través de membrana de fibra de vidrio para eliminar cualquier insoluble que interfiriera en la
determinacion espectrofotométrica. La reaccion se llevd a cabo incubando 500 ul de sustrato
con 10 ul de muestra. La absorbancia se registro continuamente cada 8 s durante 20 min en un
equipo Beckman DU 640. Se calcul6 la actividad convirtiendo el valor de la pendiente inicial
(suministrada por el equipo en unidades de absorbancia) a concentraciéon de productos
insaturados.

Actividad pectin metilesterasa (PE): se midi¢ el metanol liberado por el método de la
alcohol oxidasa (Klavons and Bennett, 1986). La reaccion se llevé a cabo mezclando 190 pl

de pectina citrica (GM 53) al 0,5 % en BCP al pH deseado y 10 ul de enzima. Luego de
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incubar el tiempo preestablecido, el pH de la mezcla de reaccion se llevo a pH 7,0 con Tris-
HCI, pH 9,0. Seguidamente el metanol se oxid6 a formaldehido mediante el agregado de 300
ul de alcohol oxidasa (0,66 U/ml previamente diluida en agua destilada) e incubacion (25°C,
20 min). Finalmente se agregaron 500 ul de una solucion conteniendo 2,4-pentanodiona y
acetato de amonio que reaccionan con el formaldehido para formar un cromogeno amarillo
que absorbe a 412 nm.

Glicosidasas: a-L-arabinofuranosidasa (ARFasa), B-D-fucosidasa, B-D-glucosidasa, a-
L-ramnosidasa (a-Ram), B-D-xilosidasa y [-D-galactosidasa (B-gal) se determinaron por
medida del o-nitrofenol o del p-nitrofenol liberado. La reaccion se efectud incubando 200 pl
de solucidon de sustrato (1 mM de pnp- u onp-glicésido en BCP al %, al pH indicado) con 10
ul de muestra durante 15 a 120 min. La reaccion se detuvo con el agregado de 400 pl de
Na,COs 0,4 M. La hidrolisis de los respectivos sustratos se calculd de la cantidad liberada de
p-nitrofenol (405 = 18500 M'lcm'l) y el 0-nitrofenol (g420 = 4500 M'lcm'l).

Todas las actividades se realizaron por duplicado a 37°C. Una unidad de actividad
enzimatica se definié como la produccion de un umol de grupos reductores, metanol o p(0)-
nitrofenol por minuto en las condiciones del ensayo.

El efecto del pH sobre las diferentes actividades enzimaticas se determiné utilizando el

sustrato correspondiente en BCP en el rango de pH de 2,0 a 6,0 a 37°C.
2.3.4 Técnicas bioquimicas

Cromatografia de intercambio anionico (CIA): la cromatografia de intercambio
anionico de las diferentes actividades enzimaticas ensayadas se realizd utilizando una
columna de Sepharose Q equilibrada con BAcNa (20 mM, pH 5,0). Luego de la aplicacion de
la muestra (0,2-0,3 ml), la columna se lavé con 5 volumenes de buffer de equilibrio y luego se
eluyo con un gradiente de NaCl (0 a 0,5 M en BAcNa, 20 mM, pH 5,0). Las fracciones
colectadas fueron de 1 ml.

Degradacion enzimatica del RG y arabinano: la hidrélisis de RG y arabinano se
analiz6 cualitativamente por cromatografia liquida de alta presion (HPLC), en un
cromatografo Waters HPLC (Milford, MA, USA) equipado con una columna para
carbohidratos Shodex SC1011 (6,5 x 300 mm, Shoco Co. Ltd., Tokio, Japon). Se aplico 20 pl
de las muestras a analizar en la columna acoplada a un detector de indice de refraccion (RID

2414). La elucion se llevo a cabo con agua grado HPLC a 80°C a un flujo de 0,8-1,0 ml/min.
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Se utilizaron los monosacaridos correspondientes como patrones para analizar los productos
de degradacion.

Degradacion de galactanos: los productos de la hidrolisis se analizaron por
cromatografia en capa fina (CCF). Se sembraron 15 pl de patrones o muestras en placas de
silica gel 60 F2s4 (Merck, Damstadt, Germany). La cromatografia se desarroll6 mediante la
técnica ascendente empleando como solvente: n-butanol: acido acético: agua (6:4:3, viv:v). Se
practicaron 4 ascensos del solvente, secando la placa luego de casa ascenso. Luego de
evaporar los solventes, la deteccion de los productos de reaccion se realizé por pulverizacion
sobre la placa con una solucion de acido fosfomolibdico al 3 % (p/v) disuelto en una solucién
de 4cido sulftrico al 10 % en etanol. Para desarrollar el cromatograma, las placas fueron
calentadas por 5 min a 105°C. Las fotografias se tomaron de forma inmediata ya que el color
disminuye en el tiempo hasta desaparecer. Como patrones se utilizaron galactano y Gal.

Otras determinaciones: la determinacion de glucosa se llevd a cabo por el método
enzimatico glucosa oxidasa-peroxidasa (Glicemia, Wiener, Argentina). La determinacion de
AGA se realizo por la técnica de acido sulfirico-mhdf (Blumenkrantz and Asboe-Hansen G.,
1973). Los carbohidratos totales en los cultivos conteniendo PL se determinaron por la técnica
del fenol-sulfurico utilizando glucosa como estandar (Dubois et al., 1956).

La determinacion de glucosamina en los restos insolubles del medio conteniendo PL se
realiz6 mediante el método descripto por Ride (Ride and Drysdale R.B., 1972). El crecimiento
del micelio se calculd mediante la relacion entre el contenido de glucosamina y el peso de la
biomasa seca. El micelio colectado a 30 h del medio con glucosa se empleé como referencia,
encontrandose un valor de ~ 30 mg de glucosamina por g de micelio seco.

La determinacion del PM de la PeL se llevo a cabo mediante SDS-PAGE (Mighty
Small II, Hoefer SE 260) de acuerdo a las condiciones de corrida descriptas por Smith (Smith,
1984). La tincion de las bandas se realizdo con Azul brillante de Coomassie R250 (Anedra).
Para la determinacion del PM se utilizaron patrones de bajo PM en el rango de 14,4 a 94,0
kDa (Sigma Chemicals).

Los ensayos de viscosidad fueron realizados en un viscosimetro Canon-Fenske
(Ostwald modificado, IVA) con 7 ml de mezcla de reaccién. Los cambios en la viscosidad del
sustrato fueron expresados como valores relativos. De este modo, la viscosidad relativa (VR),
expresada como porcentaje, se calcula con la siguiente formula:

VR (%) = (ts-to)/tso-to) * 100
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donde: ty, y ts son los tiempos de flujos del sustrato a tiempo cero y a cualquier tiempo de
reaccion, respectivamente. El t, es el tiempo de flujo del buffer. El tiempo de reaccion fue
tomado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

t,=t,t Y ts
donde t, = tiempo de reaccion y t, = tiempo de reaccion en el momento que el menisco pasa

por la marca superior del viscosimetro, y tr= tiempo total del flujo.

2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Crecimiento de 4. kawachii en medios que contienen pectina

En la Fig. 2.1 se muestra la evolucion de los cultivos en frascos en medios conteniendo
Pec y PL como FCE. El hongo metabolizd6 completamente Pec como lo revela el agotamiento
de los niveles de AGA a las 36 h de cultivo. Similarmente, en el medio PL se observd un
agotamiento de los azlcares neutros solubles y del AGA a las 30 h de cultivo. Debe de tenerse
en cuenta que la medida del AGA con el método del fenol-sulfurico resulta en una respuesta
del 62 % respecto a la de la glucosa utilizada como estandar. Por lo tanto, un valor mas real de
los carbohidratos totales iniciales, incluyendo azucares neutros y acidos, en el medio PL es
5,0 g/l, de los cuales un 50 % corresponden al AGA. En el medio Pec el pH disminuyo
ligeramente durante la fase exponencial de crecimiento y se increment6d bruscamente cuando
aun restaba por consumirse un 15-20 % de la FCE. El aumento del pH coincide con el
comienzo de la fase estacionaria, aunque se puede observar un crecimiento marginal en esta
etapa final del cultivo durante la cual se termina por consumir todo el AGA. En el medio PL
los cambios de pH siguieron un patrén similar pero en un tiempo menor del cultivo (15-20 h)
debido a que el contenido de pectina es mucho menor comparado con el medio Pec. La
entrada a la fase estacionaria es poco evidente, probablemente porque el contenido de
glucosamina del micelio utilizado como indicador de crecimiento no es constante sino que
varia con el estado fisiologico del hongo. Como es sabido los hongos pueden producir
organos de fructificacion y conidios en cultivos sumergidos. De este modo, es probable que
ocurra un incremento del contenido de glucosamina (por g de materia seca) cuando comienza
la esporulacion, fenomeno este asociado a una disminucion del crecimiento vegetativo del
hongo, reflejando una aparente prologacion de la fase exponencial.

Los cultivos en el medio Glu se realizaron con el fin de analizar la expresion
constitutiva de las pectinasas, como fuera descripto anteriormente (Contreras Esquivel,

2003a). En nuestro caso se obtuvieron resultados similares. En todos los medios el
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crecimiento fungico fue en forma de pellets, alcanzandose a las 30 h (final de la fase activa de
crecimiento) una concentracion de biomasa de 7,5; 4,2 y 2,9 g biomasa seca/l y valores de pH
de 2,8; 4,2y 6,7 en los medios Glu, Pec y PL, respectivamente. El rendimiento celular en base
al consumo de carbohidratos se encontrdé en un rango de 0,40-0,60 g/g. Estos valores en
realidad estan sobreestimados ya que la triptona también aporta C para el crecimiento en

forma de aminoacidos.
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Figura 2.1 Crecimiento de A. kawachii en frascos agitados con pectina citrica
(grafico superior) y pomaza de limon (grafico inferior).

2.4.2 Screening de pectinasas

Los resultados anteriores demuestran la capacidad de A. kawachii de metabolizar
pectina y, por lo tanto, de producir enzimas que degradan esta fuente compleja de
carbohidratos. Estos resultados motivaron la realizacion de un screening de actividades
enzimaticas en los filtrados correspondientes a la fase final de crecimiento (~ 30 h) mediante
ensayos realizados a pHs 5,0 y pH 2,0 a fin de detectar enzimas pectoliticas acidofilicas.

Se llevo a cabo la deteccion de dos clases de pectinasas. Por un lado, las que actuan
sobre el esqueleto principal de la pectina, particularmente sobre el homogalacturonano (HG) o

sobre el ramnogalacturonano I (RGI), y por el otro las enzimas desramificantes, conocidas
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como enzimas accesorias, que desramifican las cadenas laterales del RGI y otros componentes
ramificados. En todos los casos, la produccidon enzimatica se normalizo expresandose en base
a la biomasa fingica correspondiente al tiempo de muestreo (actividad por biomasa, mU/g) en
lugar de expresarse por unidad de volumen de medio de cultivo. De este modo, se puede
resaltar el caracter inductivo de la fuente de carbono empleada. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Actividades pectoliticas detectadas en cultivos de A. kawachii empleando diferentes fuentes

de carbono.

Actividad enzimatica por biomasa (mU/g)

*
Fuente de  pH PGasa PeL PE ARFasa f-gal p-fuc o-Ram AGasa ARAasa GAlLasa

carbono ensayo

2,0 37 0 0 0 - 0 0 1.4 0 0
Glucosa

5.0 42,9 0 0 0 <0,1 0 0 1,7 0 0
Pectina 5,0 154 26 - 13,3 13,5 065 <0, 52 - -
Pomaza 2,0 25,9 0 40 12 27 - 14 57 0,95 2,0
de limon 5,0 380 134 115 41,1 42 3.0 36 7.1 73 13,8

El screening de las actividades enzimaticas se realizd en los filtrados de 30 h de cultivo. La actividad
enzimatica se expresa en mU/g de biomasa seca y es el valor medio de 3 cultivos independientes con
un coeficiente de variacion entre 10y 15 %.

*pH al cual se midieron las actividades enzimaticas.

PGasa, poligalacturonasa; Pel, pectinliasa; PE, pectinesterasa; ARFasa, a-L-arabinofuranosidasa; -
gal, B-D-galactosidasa; B-fuc, p-D-fucosidasa; a-Ram, o-L-ramnosidasa; AGasa, arabinogalactanasa;
ARAasa, arabinasa; GALasa, galactanasa.

0: no detectable en las condiciones de reaccion empleadas; - no determinado.

En un trabajo previo (Contreras Esquivel and Voget, 2004), se demostré que A.
kawachii produce PGasas en el medio Glu, es decir hay una expresion constitutiva de los
genes que codifican estas enzimas. En dicho estudio, la tnica actividad pectinasa adicional
detectada en este medio fue AGasa. El resto de las pectinasas s6lo se detectd en los medios
Pec y PL, lo cual sugiere que son inducidas por componentes especificos presentes en estos
medios. No obstante, la actividad PGasa medida tanto a pH 2,0 (PGasa2) como a pH 5,0
(PGasa5), fue superior en estos medios en comparacion con la actividad del medio Glu, por lo
cual se concluye que probablemente se indujeron enzimas nuevas y/o se increment6 la sintesis
de las PGasas constitutivas. Las pectinasas inducibles detectadas, ya sea en el medio Pec y/o
en el PL, fueron las siguientes: PeL., PE, ARAasa, ARFasa, GALasa y B-gal, como también
las actividades a-Ram y B-D-fucosidasa, estas ultimas particularmente en el medio PL. La

actividad ARFasa se encontrd particularmente elevada respecto a las otras actividades
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glicosidicas. La mayoria de las actividades enzimaticas fue positiva tanto a pH 2,0 como a pH
5,0, indicando la presencia de enzimas acidofilicas en el pool de pectinasas producido por A.
kawachii. No se detect6 actividad de pectatoliasa en ninguno de los medios ensayados. Lo
mismo ocurrié con la actividad RGasa cuando esta se midi6é por aumento de poder reductor
confirmando los resultados de estudios anteriores (Contreras Esquivel, 2003a).

La ausencia de actividad RGasa se verificd también por HPLC. Como control positivo
de actividad RGasa se empled el producto comercial Olivex. La incubacion de RG al 0,2 %
con una dilucion 1:50 de Olivex por 1 h a pH 5,0 mostré un incremento del poder reductor
equivalente a 180 mU/ml de RGasa. En el analisis por HPLC (Fig. 2.2) se observéd que el
sustrato sin degradar eluye como un tinico pico con un tiempo de retencion (t;) de ~ 5,12 min.
En cambio, el cromatograma de la mezcla de reaccion RG/Olivex present6 una fraccion con
un PM menor (t:: 5,6 min) que representa el 30 % del total del area del pico. No se detectaron
monosacaridos tales como ramnosa ni AGA. Este patron de elucion sugiere que el RG fue
degradado por una actividad enzimatica tipo endo. Por otro lado, el poder reductor de la
solucion de RG no aumento luego de incubar 12 h el sustrato con los concentrados 10 x de los
filtrados de los medios Pec y PeL. En consistencia con este resultado, los cromatogramas de
ambas mezclas de reaccion fueron equivalentes al blanco de sustrato. Por lo tanto, se
concluyd que en las condiciones de cultivo empleadas A. kawachii no produce enzimas que
degradan el RG.

Ademas de las pectinasas se demostrd que A. kawachii produce en estos medios varias
enzimas involucradas en la degradacion de celulosa y hemicelulosa tales como CMCasa (92
mU/ml), xilanasa (106 mU/ml), B-D-xilosidasa (1,28 mU/ml) y B-D-glucosidasa (156 mU/ml).
En conclusion, ninguna de estas enzimas ni tampoco las pectinasas testeadas degradan RG, asi
se confirma la especificidad de las enzimas que degradan el esqueleto del RGI y que han sido
descriptas en varios aspergilli (de Vries and Visser, 2001). Es interesante destacar que en
cultivos en los cuales se utilizaron otros residuos agroindustriales como FCE (i.e. pulpa de
remolacha, cdscara de mango u orujo de manzana en reemplazo de PL), también se
encontraron las pectinasas descriptas y ausencia de actividad RG. Actualmente se estd
investigando si A. kawachii produce RGasas en otras condiciones de cultivo o en

fermentacidn en sustrato sélido.

59



Enzimas pécticas de A. kawachii

am Subsirabe + Olvex
i 2

4w Substrate blank

¥ rhamnose

15
=

2o

awl -
- s

galaciuronic acid

1]
3 8 i

2

"

T ™ am SE 0 mE  rE AW g wme me
[rar

Figura 2.2 Degradacion de RG con Olivex.

Se incubaron 950 ul de RG al 0,2 % en AcB, pH 5,0 con 50 pl de Olivex (diluciéon 1:50 en buffer)
durante 1 h a 37°C. Luego de la inactivacion enzimatica por calor (5 min a 100°C) se aplicaron 20 pl
de la mezcla de reaccion en la columna de carbohidratos Shodex SC1011 (6,5 x 300 mm, Shoko Co.,
Ltd., Tokyo) acoplada a un detector de indice de refraccion (RID 2414). Se llevo a cabo la elucion con
agua calidad HPLC a 80°C con una velocidad de 1,0 ml/min. El pico pequefio en el blanco de sustrato
y en Olivex con un t. de ~ 7,0 min corresponde al i6n acetato.

Los resultados obtenidos indican que la sintesis de enzimas pectoliticas en A. kawachii
depende de la FCE empleada, siendo en su mayoria inducidas en los medios con pectina y
probablemente por otros componentes de la pared celular, puesto que el medio PL dio los
niveles mas altos de actividad por g de micelio. La necesidad de un inductor derivado de la
pectina fue también verificada en cultivos donde se emple6 glicerol como FCE; en este caso
tampoco hubo expresion de pectinasas a excepcion de las PGasas. El AGA, un inductor
general de las enzimas pectoliticas de A. niger, podria desempenar un rol semejante para las
pectinasas de A. kawachii (de Vries and Visser, 2001), pero también otros componentes del
medio PL podrian aumentar la expresion de los genes especificos. La composicion quimica de
la pectina citrica puede resumirse basicamente en 4cido galacturonico esterificado y algo de
azucares neutros. A su vez, la PL contiene pectina y otros componentes de la pared celular
vegetal que se solubilizan durante el crecimiento del hongo y podrian ser los responsables del

incremento en la produccion de las pectinasas.
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Por otra parte se conoce que la expresion de ciertos genes fungicos es regulada por el
pH del medio de cultivo. Investigadores japoneses sugirieron la presencia de un sistema de
expresion regulado por pH para las PGasas de A. kawachii y 1o mismo podria ocurrir para las
otras pectinasas (Kojima et al., 1999). Los pHs de los medios Pec y PL difieren
marcadamente al momento del muestreo, por lo cual la historia del pH de los cultivos podria

ser un factor que afecte la composicion del pool de pectinasas.
2.4.3 Caracterizacion parcial de las pectinasas

Los filtrados provenientes de los medios Glu y PL se aplicaron a una columna
Resourse Q equilibrada con BAcNa (20 mM, pH 5,0) y en las fracciones recolectadas se
determin6 la actividad de las actividades pectoliticas que habian sido detectadas en el
screening previo. Los cromatogramas para las PGasas se muestran en la Fig. 2.3 y para las
demas actividades en la Fig. 2.4.

Con excepcion de las PGasas, los perfiles de elucion fueron equivalentes cuando se
midieron las actividades a pH 5,0 6 a pH 2,0. Por lo tanto, para las otras pectinasas solo se

muestran los resultados obtenidos a pH 5,0.
Poligalacturonasas

En el medio Glu, A. kawachii produce dos tipos de PGasas en funcion de su actividad
relativa frente a APG a pH 5,0 y pH 2,0 (Contreras Esquivel and Voget, 2004;Voget et al.,
2006). Uno de los tipos esta constituido por las PGasas acidas activas a pH 2,0 pero inactivas
a pH 5,0 (actividad PGasa2) en tanto que el otro tipo lo forman las especies no acidas con la
especificidad inversa (actividad PGasa5). El cromatograma de las muestras del medio Glu y
PL mostré el mismo perfil de elucion, es decir los mismos picos para las actividades PGasa2
y PGasa$5, lo que sugiere que en ambos medios se produjeron enzimas similares. Sin embargo,
la distribucion de la actividad PGasa2 entre los dos picos varié notablemente con la FCE. En
el medio Glu el pico predominante de la actividad PGasa2 corresponde a PGasal (> 95 % de
la actividad total PGasa2). Esta enzima fue purificada y posteriormente clonada en levaduras
(Rojas et al., 2011a). En el filtrado del medio PL, el pico principal de la actividad PGasa2
correspondid a una enzima diferente a PGasal que se denomind PGasal' (80 % del total de la
actividad PGasa2) mientras que el pico menor se identifico con PGasal. Esto ultimo fue
demostrado empleando tanto la enzima pura nativa como la recombinante, ya que ambas
cuando se aplicaron puras eluyeron exactamente en la misma posicion que eluyo el pico

menor. Mas aun cuando se agregaron a los filtrados no aparecio un pico diferente, es decir las
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enzimas se comportan exactamente igual en relacion a la cromatografia tanto en forma pura
como en forma conjunta en la mezcla compleja del cultivo PL.

Con respecto a la actividad PGasa$5, las actividades relativas de los dos picos no
cambiaron con la FCE. Sin embargo, la interpretacion del cromatograma no es tan clara como
con la actividad PGasa2. Comparando el perfil de elucidon con resultados previos se puede
inferir que el principal pico (> 95 % de la actividad PGasa5) presente en la fraccién no
retenida corresponde mayoritariamente a PGasall. Esta PGasa no 4cida tiene un valor de pl
ligeramente > 5,0 y junto a la PGasalll fueron purificadas del medio Glu mediante adsorcion
a columnas de intercambio catiénico (Sepharose SP) a pH 5,0. El pl de PGasalll no se
determino, pero de acuerdo a lo mencionado anteriormente debid eluir junto a la fraccién no
retenida. No obstante no se descarta que pueda ser el pico menor que se adsorbi6 a la
Sepharose Q. Sin embargo este pico menor de actividad PGasa5 casi se solapa con PGasal’
(estan ligeramente corridos) y por lo tanto podria ser que PGasal” tenga cierta actividad a pH
5,0. Esté en curso un trabajo de Tesis para purificar y clonar PGasal” lo que permitira elucidar
esta situacion. En caso de que PGasal” sea activa tanto a pH 2,0 como a pH 5,0 la division
entre PGasas 4cidas y no dcidas basadas en su actividad relativa frente al pH debera
modificarse. Mas alld de los resultados, podemos concluir que el aumento de la actividad
PGasa2 en el medio PL, en comparacion con el medio Glu, puede ser atribuido

principalmente a la induccion de PGasal' (ver Tabla 1).
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Figura 2.3 Perfil de elucion de las actividades PGasa2 y PGasa5.

Muestra: 300 pl de filtrado de cultivo (10 %) de Glu o PL de 30 h. Columna: Resource-Q equilibrada
con BAcNa (20 mM, pH 5,0). Luego de la aplicacion de la muestra se lavo la columna con 5
volumenes de BAcNa y luego se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl (0 a 500 mM en BAcNa) a un
flujo de 1,0 ml/min. Se colectaron fracciones de 1 ml. Ambas PGasas se midieron a pH 2,0 y 5,0. Las
actividades de las fracciones se expresaron cono un porcentaje del total de la PGasa2 o PGasa5
recuperada.
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Figura 2.4 Perfil de elucion de pectinasas de A. kawachii en Resource Q.

Muestra: 500 pul de filtrado concentrado 10 X del medio PL, a las 30 h de cultivo. Las condiciones
cromatograficas fueron similares a las descriptas en la Figura 2.3. Las actividades ARAasa y GALasa
se determinaron por Somogyi-Nelson luego de incubar 950 pl de sustrato (0,2 % ARA o GAL en
BAcNa pH 5,0 con 50 pl de las fracciones por 2 h a 37°C.

Pectinliasa

Se detect6 solamente un pico con actividad de PeLL a pH 5,0 en ambos medios.
Utilizando la fraccion 17 correspondiente al pico y mediante ensayos viscosimétricos con
pectina citrica GM 53 se demostrd que esta actividad es del tipo endo. El pH 6ptimo con
pectina citrica como sustrato fue 5,0, con valores del 8 % y 23 % de actividad residual a pHs
2,5y 5,5, respectivamente. Resulta interesante resaltar la abrupta caida en la actividad a pHs
superiores a 5,0, con valores practicamente no detectables a pH 6,0. Por el contrario, la
disminucion de la actividad a valores de pHs inferiores al 6ptimo es mucho mas gradual. El
PM determinado por SDS-PAGE result6 ser 75 kDa, valor este substancialmente superior al
reportado para la mayoria de las PeL fungicas (Yadav et al., 2009). En este sentido, la
posibilidad de que se trate de un dimero no debiera ser descartada. Esta es la primera
descripcion de la actividad de PeL producida por A. kawachii, como consta en la publicacion

(Vita et al., 2009) que se anexa a la presente Tesis.
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Pectinesterasa

Con respecto a la actividad PE, se observo un tunico pico (fracciones 10-12, no
mostradas) cuya fraccion media sin actividad PGasa mostré un pH optimo frente a pectina
citrica GE 53 de 4,5. Una observacion muy interesante fue que la actividad PE retuvo el 25 %
de la actividad maxima a pH 2,0, propiedad esta que la diferencia de otras PEs fungicas y que
le podria significar una potencial aplicacion en la clarificacion de jugo de limon. Esta
caracteristica motivo la realizacion de estudios mas profundos sobre la PE de A. kawachii,
particularmente su produccion, caracterizacion y uso, los cuales se encuentran descritos en los

Capitulos 3 y 4 de esta tesis.
Arabinasas y Arabinofuranosidasa

A. kawachii produjo al menos 2 enzimas capaces de hidrolizar los enlaces o-L-
arabinosil (Fig. 2.4) ya que las actividades ARAasa y ARFasa eluyeron en dos picos
separados. El pico con actividad ARFasa no mostré actividad ARAsa incluso después de
incubar esta fraccion con arabano por un tiempo de 8 h. Por lo tanto, una actividad tipo exo de
la ARFasa sobre este sustrato podria ser descartada al menos tedricamente. Las multiples
formas de ARFasa detectadas en los cultivos de diversos hongos difieren en su especificidad
de sustrato (Saha, 2000). Koseki y colaboradores (Koseki et al., 2003) purificaron dos
ARFasas (AKAbfA y AKADbIB) de cultivos de A. kawachii sobre salvado de trigo, utilizando
condiciones cromatograficas similares a las empleadas aqui. El pH 6ptimo de las dos enzimas
con pnp-Ara fue de 4,0 (el pH optimo para la actividad ARFasa del cultivo en PL con el
mismo sustrato, fue 3,5-4,0). AKAbfA y AKADbfB actian sinérgicamente con la xilanasa en la
degradacion de arabinoxilano. El rol exacto de la ARFasa inducida en el medio PL con
respecto a la degradacion tanto de pectina como xilano y la relacion de esta ARFasa a las
AkADbfA y AkAbfB aun debe ser establecido.

Por otro lado, el analisis mediante HPLC de los productos de hidrélisis obtenidos
luego de la incubacién del arabano tanto con el pool crudo de enzimas por un lado y con la
fraccion correspondiente al pico con actividad ARAasa por el otro (Fig. 2.5) mostré una
degradacion del sustrato hacia productos de menor PM y ausencia de arabinosa (t: 12,25
min). Este patrén de hidrolisis sugiere la presencia en esta fraccion de una a-1,5-endo

ARAasa (de Vries and Visser, 2001).
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Figura 2.5 HPLC de los productos de reaccion luego de incubar arabano con la fraccion
cromatografica con actividad ARAasa.

Se incub6o 1 ml de 0,2 % (p/v) de arabano en BAcNa (5 mM, pH 5,0) con 1,0 mU de ARAasa
(fraccion 18, Fig. 2.4) durante 2 h a 37°C. La hidrolisis estimada fue del ~1,0 %. Se eluy6 con agua
grado HPLC a 80°C a 0,8 ml/min. El pico presente tanto en el blanco como en el sustrato pertenece al
acetato (flecha). El t, de la arabinosa fue de 12,25 min (no mostrado).

Galactanasa y f-galactanasa

Como de puede observar en la Fig. 2.4 la actividad GALasa, que eluye conjuntamente
con la ARAasa, eluy6 separadamente de la actividad B-gal. El andlisis mediante TLC de los
productos de hidrolisis obtenidos luego de la incubacion de galactano con la fraccion
correspondiente al pico con actividad GALasa (Fig. 2.6) mostro6 la formacion de oligomeros y
ausencia de galactosa, lo cual indicaria la presencia de actividad B-1,4-endogalactanasa en la
fraccion analizada (de Vries and Visser, 2001). Igualmente, luego de la incubacion
prolongada (8 h), de galactano con la fraccién 10 con actividad B-gal, se pudo observar un
incremento neto de los azucares reductores en la mezcla de reaccion revelando a su vez el
analisis por TLC la presencia débil de galactosa y un pool de oligosacaridos como productos
de degradacion del galactano. Se concluye que la enzima con actividad B-gal también podria

tener una accion tipo exo sobre el galactano.
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Figura 2.6 TLC de los productos de degradacion del galactano.

Se incubd 1 ml de galactano al 0,2 % en BAcNa (5 mM, pH 5,0) a 37°C por 2 h con 4,0 mU de
GALasa (fraccion 20, Fig. 2.4) y por 8 h con 2,0 mU B-gal (fraccion 10, Fig. 4). La hidrolisis estimada
de galactano fue del ~ 4,0 % y del 1,0 %, respectivamente.

Linea 1: blanco de sustrato (incubacién: 2 u 8 h).

Linea 2: mezcla de reaccion (galactano incubado con p-gal).

Linea 3: mezcla de reaccion (galactano incubado con GALasa).

Linea 4: patron de galactosa (1 g/l).

a-L-ramnosisada y f-D-fucosidasa

Aunque estas dos enzimas no son clasificadas generalmente como pectinasas, podrian
hidrolizar los residuos de ramnosa y fucosa presentes en las cadenas laterales de ciertas
regiones de la pectina, como RGII (de Vries and Visser, 2001). En el perfil de elucion de
pectinasas de A. kawachii (Fig. 2.4) se detectd una unica fraccion activa con actividad B-D-
fucosidasa que eluy¢ junto a la B-gal y dos fracciones activas con actividad a-Ram, una en el
buffer de lavado (Ram II) y la otra en una fraccion perteneciente al gradiente (Ram I). Ram I
representd mas del 95 % del total de la actividad a-Ram recuperada y es la principal a-Ram
producida por A. kawachii en medio PL. La purificacion posterior de esta enzima demostrd
que Ram I no tiene actividad B-D-glucosidasa (es decir, no se trata del complejo enziméatico
denominado naringinasa), tiene un pH Optimo para la pnp-Ram en el rango de 4,0-5,0,
conservando el 10 % del méximo de actividad a pH 2,0 y es capaz de hidrolizar naringina y

hesperidina, pero no quercitina. Ram I pareciera estar relacionada con la o-L-ramnosidasa
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recientemente aislada, purificada y caracterizada en un cultivo de la misma cepa de A.

kawachii (Koseki et al., 2008).
Arabinogalactanasa

La actividad AGasa expresada en los medios Glu y PL no pudo ser detectada en las
fracciones cromatograficas a pesar de que AG puede ser hidrolizado por varias enzimas que

actuan sobre ARA y GAL. La razdn de este resultado resta por ser elucidada.
2.5 Conclusiones

En el presente capitulo se ha reportado la evidencia experimental respecto a que A.
kawachii produce una serie de enzimas extracelulares que, junto con otras reportadas
previamente por otros autores, son responsables de la degradacion de la pared celular vegetal.
Este hecho esta en concordancia con, y justifica, la motivacion de esta Tesis Doctoral
mencionada en el Capitulo 1.

En conclusion, A. kawachii es una excelente fuente de enzimas degradadoras de pared
celular vegetal, fundamentalmente por la amplia variedad de actividades enzimadticas
producidas. De todas ellas, la actividad pectinesterasa no ha sido reportada hasta el presente
ademas de ser activa a pHs fuertemente acidos (pH: 2), por la cual podria ser considerada una
extremozima. Estas razones justifican su eleccion para estudios mas exhaustivos a los efectos
de profundizar los conocimientos sobre ella (produccidn, caracterizacion y uso), todos estos

aspectos que se muestran en los 2 capitulos siguientes.
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Capitulo 3
Cultivos de Aspergillus kawachii para la produccion de

Pectinesterasa

3.1 Resumen

Se realizaron cultivos de A. kawachii, tanto en cultivos s6lidos como en medios
liquidos. Los medios so6lidos incluyeron a) salvado de trigo suplementado con pectina, b)
pomaza de limén, y c) perlita impregnada con un medio liquido conteniendo pectina. Los
medios solidos fueron caracterizados en relacion a sus propiedades higroscdpicas para ajustar
sobre una base racional el contenido de agua de los cultivos. Los estudios en frascos agitados
con diferentes FCE indicaron que la induccion de la PE en A. kawachii depende de la
presencia de acido galacturénico en el medio, por lo cual el mecanismo regulatorio de la
sintesis de la enzima parece ser similar al descripto en otros Aspergilli. Los maximos niveles
de actividad PE se encontraron en medios liquidos con una combinacién de harina de soja y
pectina. La proporcion de ambos componentes en el medio fue optimizada utilizando un
disefio experimental del tipo superficie de respuesta, en este caso un disefio central compuesto
o disefio de Doehlert. La optimizacion se llevdo a cabo empleando cultivos en frascos.
Finalmente, se validaron los resultados de la optimizacion en un biorreactor tipo tanque

agitado.
3.2 Introduccioén

La PE cataliza la hidrdlisis de los ésteres de los acidos carboxilicos metilados en la
pectina, con formacion de acidos pécticos y metanol como productos de reaccion. Es
producida por una amplia variedad de plantas y microorganismos (Markovic and Jornvall,
1992;Friedrich et al., 1992), aunque las comerciales son de origen fingico, particularmente
del género Aspergillus. Su uso industrial esta centrado fundamentalmente en procesos
vinculados a la industria alimenticia, como son la elaboracion de pectinas de bajo metoxilo y,
particularmente, la clarificacion de jugos citricos (i.e.: limon) (Kashyap et al., 2001).

En el capitulo anterior se mostr6é que A. kawachii IFO 4308 produce una gran variedad

enzimas extracelulares relacionadas con la degradacion de paredes celulares vegetales; entre
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ellas, la pectinesterasa (PE, EC 3.1.1.11), que se induce en medios conteniendo pectina. En
este capitulo se amplian los estudios sobre la induccion y produccion de PE, utilizando tanto
medios solidos como liquidos, para finalmente proceder a la optimizacion de su produccion
en medio liquido mediante un método estadistico y su posterior validacion con un cambio de
escala.

En general, los hongos pueden cultivarse en medios liquidos (cultivos sumergidos)
donde el micelio se encuentra completamente disperso en el medio acuoso o bien formando
pellets. También, se los puede cultivar sobre la superficie de medios agarizados, o bien sobre
medios particulados sin agua libre, sistema denominado fermentacién en sustrato so6lido
(FSS). Desde el punto de vista fisiologico, la FSS se asemeja a las condiciones ambientales de
crecimiento para los hongos filamentosos terrestres (Mudgett, 1986). La adaptacion del hongo
a este tipo de sistema de cultivo es debida a su capacidad de crecimiento en forma de hifas, la
cual es favorable desde el punto de vista de la colonizacion y el aprovechamiento de
nutrientes disponibles. La FSS ha sido satisfactoriamente utilizada en la produccion de
pectinasas fungicas (Dinu et al., 2007;Castilho et al., 2000;Silva et al., 2005;Pedrolli et al.,
2008). Su uso industrial se debe, entre otros factores, a los altos rendimientos enzimaticos y/o
mayores productividades comparados con las alcanzados en medios liquidos (Andersen et al.,
1995).

La FSS se puede realizar empleando sustratos naturales con alta capacidad de adsorber
agua, como granos de cereales (arroz, cebada) u oleaginosas (soja), residuos agroindustriales
(afrechos, pomazas de frutas) o bien utilizando un soporte poroso inerte impregnado con
medio nutritivo. Algunos soportes empleados a tal fin son la perlita, cafiamo, pajas de trigo
y/o arroz, etc. La eleccion del soporte depende, entre otros factores, de su capacidad de
absorcion de agua, porosidad y tamafio de particula, que cumplen un rol fundamental en el
control de humedad, temperatura y aireacion del sustrato. En el presente trabajo se adopt6 la
FSS como sistema de cultivo empleando salvado de trigo y pomaza de limén como sustratos
naturales y perlita como un sustrato artificial inerte poroso, impregnado con un medio
nutritivo. La utilizacién de la perlita como material inerte ha sido recomendada en FSS ya que
el conocimiento a priori de la composiciéon del medio de cultivo empleado para su
impregnacion permite analizar en detalle los efectos del mismo sobre el crecimiento y la
produccion enzimatica. Ademas, este sistema facilita la extraccion de los productos

extracelulares (Ooijkaas et al., 2000).
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En el capitulo anterior se mostré que A. kawachii IFO 4308 produce una gran variedad
enzimas extracelulares relacionadas con la degradacion de paredes celulares vegetales; entre
ellas, la pectinesterasa (PE, EC 3.1.1.11), que se induce en medios conteniendo pectina. En
este capitulo se amplian los estudios sobre la induccion y produccion de PE, utilizando tanto
medios solidos como liquidos, para finalmente proceder a la optimizacion de su produccion
en medio liquido mediante un método estadistico y su posterior validacion con un cambio de
escala.

La realizacion de cultivos en medio liquido permitié poner en evidencia varios factores
del medio de cultivo sobre la produccion de PE. Asi resulto interesante determinar el efecto
inductivo de diferentes FCE y utilizar ciertos subproductos para obtener altos niveles de
actividad enzimatica. El medio con estos subproductos fue optimizado en su composicion
empleando disefios estadisticos. Por ultimo, se validé la optimizacion mediante un cambio de

escala llevaron a cabo cultivos en un biorreactor tipo tanque agitado.

3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Reactivos y soluciones

Glucosa (Glu), ramnosa (Ram), arabinosa (Ara), xilosa (Xil), galactosa (Gal), acido
galacturénico (AGA), pectina citrica (Pec; 85 % de AGA anhidro, GM 53 %), acido
poligalacturonico (APG; sal sddica, 90 % de AGA anhidro), xilano (de madera de haya) y
arabinogalactano (AG; de madera de alerce) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Co (St.
Louis, MO, USA). La triptona fue de Difco (USA). El ramnogalacturonano (RG; de soja) fue
obtenido de Megazyme International (Irlanda).

La harina de soja (HS) fue provista por Laboratorios Biagro S.A. (Las Heras,
Argentina). La composicion de HS varia afio a afo, con la variedad de soja procesada y
depende del método de extraccion del aceite. La composicion del lote empleado en nuestro
caso, que fue obtenida del proveedor, es la siguiente (% base humeda): humedad 12,5,
proteina (N x 6,25) 42-47, materia grasa 2,5, fibra 3,5 y carbohidratos 20. EI N asimilable de
la harina de soja es de aproximadamente un 70-80 %
(https://www.cargill.com.ar/agro/Contenidos/Nota.asp?id=169&DsS=Oportunidades&DSC=
Subproductos).

El salvado de trigo (ST) fue obtenido de Molino Campodoénico (La Plata, Argentina).

La composicion del ST también es variable. La composicion del lote empleado, que fue
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obtenida del proveedor, es la siguiente (% base htimeda): humedad 10, proteina (N x 6,25) 16,
fibra 43, almidon 18, materia grasa 4,5 y cenizas 5,0.

La pomaza de limén (PL) fue obtenida de Citrinor S.A. (Tucumén, Argentina). La
composicion de la PL, que fuera determinada anteriormente en nuestro laboratorio para la
partida utilizada, es la siguiente (% en base humeda): agua 8,2, AGA 29,6, azlicares neutros
36 (Glu 50 %, Ara 20,5 %, Gal 14 %, Xil 7 %, manosa 6 %, Ram 1,7 % y fucosa 0,8 %) y
proteinas 6,7 (Contreras Esquivel, 2003c¢).

La perlita expandida de uso agricola (PERLOME®) fue provista por Laboratorios
Biagro S.A. Perlita es un nombre genérico que designa un cierto tipo de roca o vidrio natural.
Su principal caracteristica es que al ser calentada a temperaturas superiores a 800°C sufre un
proceso de expansion (por evaporacion del agua ligada) que incrementa su volumen entre 4 y
20 veces respecto al original (perlita expandida). El material resultante es de color blanco,
posee alta porosidad, pH neutro y puede absorber varias veces su peso en agua.

Los buferes utilizados fueron: citrato-fosfato (BCP; acido citrico 50 mM, fosfato
disédico 25 mM, ajustado a pH 5,5 con NaOH) y acetato de sodio (BAcNa; 50 mM é&cido
acético ajustado a pH 5,5 con NaOH). Cuando fue requerido, dichos buferes se diluyeron y/o

su pH se modifico al valor deseado mediante el agregado de HCI.
3.3.2 Microorganismo e inoculo

La cepa y el procedimiento de preparacion de los conidios para sembrar los medios

liquidos y solidos fueron los descriptos en el capitulo anterior.
3.3.3 Determinaciones analiticas

La medida de glucosa se realiz6 por el método enzimatico glucosa oxidasa-peroxidasa
(Glicemia, Wiener S.A.L.C., Rosario, Argentina), la de los carbohidratos totales por la técnica
del fenol-sulftirico (Dubois et al., 1956), la de los azucares reductores por Somogyi-Nelson y
la del AGA por la técnica de m-hidroxidifenilo (mhdf) (Blumenkrantz and Asboe-Hansen G.,
1973). La determinacién de proteinas se realizo por el método de Lowry (Lowry et al., 1951),
utilizando albiimina bovina como estandar. La biomasa fingica se determind directamente
mediante la evaluacion del peso seco o indirectamente analizando el contenido de

glucosamina de los solidos en suspension (Aidoo et al., 1981).

3.3.4 Cultivos en sustrato sélido

3.3.4.1 Materiales utilizados
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Salvado de trigo: Se utiliz6 la fraccion retenida por tamiz 50 (particulas mayores a 300
pum).

Pomaza de limon: Las semillas se separaron manualmente y el material restante fue
triturado mecanicamente con un procesador de alimentos y finalmente tamizado, empleando
la fraccion 80 + / 100 — (particulas que pasan la malla de 180 um (+80) y se retienen en la
malla de 150 um (-100)).

Perlita: se utiliz6 perlita como material inerte. La misma fue lavada con agua corriente
y luego con agua destilada. Finalmente, se seco a 80°C en estufa y se tamizo, utilizindose la

fraccion 80 +/ 100 —. La densidad aparente de este material es 0,16 g/cm’.

3.3.4.2 Propiedades de hidratacion de los materiales utilizados como sustratos sélidos

Las propiedades de hidratacion se determinaron por gravimetria en la fraccion
seleccionada de cada uno de los materiales, a saber:

Capacidad de retencion de agua: se pesaron 2 g de muestra y se le agregaron 15 ml de
agua, luego se dejo reposar durante 2 h a temperatura ambiente, luego de lo cual el agua se
separd gravimétricamente mediante filtracion por tela (voile de nylon). Luego se pesaron 5 g
de material himedo, se lo seco en estufa a 80°C por 24 h y se determiné el contenido de
humedad por diferencia de peso. Esta determinacion también se llevd a cabo sobre los
materiales autoclavados, tanto secos como impregnados con agua o una solucion 0,2 N de
HCI en la proporcion 1,5 ml de liquido por g de sdlido (Hours and Sakai, 1994). Las 3
muestras se autoclavaron (20 min, 121°C) y el material resultante se seco en estufa a 80°C por
24 h. A estos 3 materiales tratados y secos se les determin¢ la capacidad de retencion de agua
del modo antes descrito.

Isotermas de desorcion de agua: para la determinacion de las isotermas los materiales
autoclavados con agua (perlita o PL) o con HCI 0.2 N se embebieron Posteriormente la perlita
se embebid con medio estéril de la siguiente composicion (g/l): pectina 5,0; triptona 2,5;
K,;HPO,, 1,0; KCl, 0,5; MgS0O,7H,0, 0,5 y FeSO,7H,0, 0,01, pH: 4,0; el afrecho con agua o
solucion de pectina (5 g/l pectina citrica en agua) y PL con agua. La cantidad de liquido
incorporado a cada material correspondi6 al 90 % de su capacidad de retencion de agua. Las
cajas de Petri ubicadas en recipientes herméticos se colocaron en estufa a 25°C bajo diferentes
condiciones de humedad relativa durante 6 dias, tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio

(Contreras Esquivel, 2003b). Estas condiciones de humedad relativa se obtuvieron empleando
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soluciones de glicerol-agua cuyas composiciones fueron derivadas de la Ley de Raoult (valida
para soluciones diluidas), a saber:

ay = np / (n;+ny)

donde n; y n, corresponde a moles de agua y de glicerol, respectivamente.

Una vez establecido el equilibrio, el contenido de agua del material se determind a
80°C y se expres6 como g de agua por g de material seco. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.
3.3.4.3 Cultivos con salvado de trigo

Los cultivos se realizaron en cajas de Petri de vidrio (@ = 100 mm, h = 20 mm) en las
cuales se colocaron 5 g de salvado seco y 7,5 ml de HCI1 0,2 N. Las cajas se esterilizaron en
autoclave a 121°C durante 15 min, se secaron a 80°C y se impregnaron con 15 ml de HCI 0,2
N o una solucién de pectina citrica (5 g/l en 0,2 N de HCI). Posteriormente, las cajas se
inocularon con 0,2 ml de una suspension de conidios en Tween 80 al 0,05 % de manera de
obtener una concentracién de ~ 10° conidios/g himedo. El medio se mezclé exhaustivamente
y las cajas se incubaron en atmdsfera saturada a 30°C. El muestreo se realizo a las 12, 24, 30,
36 y 48 h, tomando 3 cajas a la vez. Sus contenidos se mezclaron cuidadosamente y luego se
tomaron 10 g del material fermentado, el cual se extrajo con 40 ml de agua con agitacion
durante 10 min. Se midio6 el pH de la suspension, se llevo a 5,0 y se filtré a través de tela. El
proceso de extraccion se efectud también utilizando soluciones de NaCl (0,1 — 0,5 M). El
material sélido retenido se re-extrajo con otros 40 ml de agua (o de solucion de NaCl) y se
repitié la filtracion. Los extractos de la primera y segunda extraccion se juntaron,
centrifugaron para eliminar restos soélidos en suspension y la solucion resultante se llevo a
volumen (100 ml) con agua. Un pequefio volumen de dicho extracto (~ 5 — 10 ml) se
desalinizé mediante una columna PD-10 equilibrada con BAcNa (20 mM, pH 5,0) y luego se
liofiliz6. Para el andlisis de la actividad enzimatica los extractos se resuspendieron con agua
deionizada una concentracion 10 x respecto del extracto original, es decir a la concentracion
aproximada correspondiente al medio s6lido. El remanente del material fermentado presente
en las cajas de Petri se seco a 60°C hasta peso constante para calcular su contenido de solidos

(materia seca). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
3.3.4.4 Cultivos con pomaza de limon

Los cultivos se realizaron en cajas de Petri (@ = 60 mm, h = 15 mm) conteniendo 0,5 g

de PL que fueron esterilizadas por autoclavado (15 min, a 121°C). Luego se llevaron a estufa
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(60°C hasta peso constante) y una vez seca la PL se inoculdé con 3 ml de agua o de una
solucién de nutrientes (con la concentraciéon de conidios necesaria para alcanzar ~ 1 x 10°
conidios/g de material himedo inicial). La solucion de nutrientes fue de la siguiente
composicion (g/l): triptona, 2,5; K;HPO4, 1,0; KCl, 0,5; MgSO47H,0, 0,5 y FeSO47H,0,
0,01, pH: 4,0. Las cajas inoculadas fueron incubadas en atmoésfera saturada a 30°C. Los
tiempos de cosecha fueron: 0, 30, 48 y 96 h. Transcurrido este plazo, se procesaron los
cultivos. El contenido de cada caja se mezcld exhaustivamente, se tomaron 2 g del material
fermentado, el cual se extrajo con 8 ml de agua con agitacion durante 30 min, se midi6 el pH,
se llevo a pH 5,0 en caso de ser necesario y se filtro por tela de nylon. El procesamiento del
filtrado y del resto de medio fue similar al descripto previamente para los cultivos con salvado

de trigo.
3.3.4.5 Cultivos con perlita

Los cultivos se realizaron en cajas de Petri de vidrio (@ = 60 mm, h = 15 mm) en las
cuales se colocaron 2,5 g de perlita y 7,5 ml de agua destilada. Las cajas se esterilizaron en
autoclave a 121°C durante 15 min, se secaron a 80 °C y se impregnaron con 11,5 ml de medio
liquido conteniendo conidios en la cantidad requerida para alcanzar ~ 1 x 10° conidios/g de
material himedo inicial. El medio liquido conteniendo 5 g/l de pectina citrica como FCE fue
descripto en el Cap. 2. Las cajas fueron incubadas a 30°C en atmosfera saturada de humedad a
30°C. Los tiempos de cosecha fueron: 0, 30, 48 y 96 h. Transcurrido este plazo, se procesaron
los cultivos. El contenido de cada caja se mezclé exhaustivamente, se tomaron 2 g y se
resuspendieron en 8 ml de agua. La suspension se agitd vigorosamente por 30 min, se midid
el pH, se llevdo a pH 5,0 en caso de ser necesario y se filtr6 por tela de nylon. El
procesamiento del filtrado y del resto de medio fue similar al descripto previamente para los

cultivos con salvado de trigo.

3.3.5 Cultivos en medio liquido

3.3.5.1 Efecto de la FCE

Los ensayos se realizaron en erlenmeyers de 1000 ml con 100 ml de medio de cultivo
cuya composicion se describid en el Cap. 2. En este caso, la concentracion de la FCE y de la
FN fue de 5y 2,5 g/l, respectivamente. Las FCE ensayadas fueron: Glu, Ara, Gal, Xil, Ram,
AGA, APG, Pec, RG, AG, ST, PL y HS. Las concentraciones empleadas para los casos
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particulares de HS con pectina y ST con pectina fueron de 5 g/l (HS o ST) y 0,5 g/l (pectina),
respectivamente. Los ensayos se realizaron por triplicado.

El pH inicial del medio fue ajustado a 4,0 con solucion de H3PO4 1 N. Los fosfatos y
las FCE complejas (ST, PL y HS) fueron esterilizados por separado en autoclave 15 min a
121°C. Los aztcares simples se esterilizaron por filtracién (membrana de acetato de celulosa,

0,22 um). Luego de reconstituidos, los medios se inocularon con la suspension de conidios
. 6 .. . )
para llegar a una concentracion de 10 conidios/ml de medio. Los frascos se incubaron a 30°C

en shaker a 200 rpm (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA). El tiempo de cultivo fue
de aproximadamente 30 h.

El muestreo se realizdo tomando la totalidad del contenido de cada frasco, el cual se
ajusté a pH 5,0 y se filtré a través de tela. En aquellos medios sin sélidos en suspension, el
micelio se lavd dos veces con 100 ml de agua destilada y se sec6 a 105°C para la
determinacion de biomasa. Alternativamente, en aquellos medios con sélidos en suspension
(ST, PL y HS) se midi6 el contenido de glucosamina en los sélidos secos (a 60°C) como
indice de crecimiento celular. Se llevo a cabo una nueva filtracion mediante microfiltros de
fibra de vidrio (@ = 47 mm, tamafo de poro nominal: 0,45 pm, Osmonics) y el filtrado se
dividi6 en dos partes. Una parte se congeld a -20°C para la determinacion de azucares. La otra
se utilizo para la determinacion de la actividad enzimaética. Para ello, se liofilizd y resuspendio
con agua deionizada a una concentracion 10 x respecto del medio original. Luego el
concentrado se desalé (PD-10 equilibrada con BAcNa, 20 mM, pH 5,0) y se conservo a 5°C

por no mas de 3 dias o bien se congeld a -20°C.
3.3.5.2 Efecto del pH inicial

En estos cultivos se ajustd el pH inicial del medio a 2,5 mediante el agregado de
solucion de H3PO4 1 N. En este caso, los cultivos se realizaron empleando Pec y PL como

FCE. Los demas procedimientos empleados fueron los mismos descritos precedentemente.
3.3.5.3 Cinética de produccion de PE en frascos

El mismo sistema y condiciones de cultivo se emplearon para el estudio de la cinética
de produccion de PE en frascos. En este caso, los cultivos se realizaron durante 48 h tomando
muestras cada 6 h. Las FCE utilizadas fueron: Pec, PL y HS en concentraciones de 5 g/l.

Ademas se ensayo HS suplementada con 0,5 g/l de Pec.

3.3.5.4 Cultivos en biorreactor
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Los cultivos en biorreactor tipo tanque agitado se realizaron en un equipo Inceltech
(LH Serie 210) sin deflectores, de 5,0 1 de capacidad con 4,0 1 de medio, provisto de control
de pH (electrodo de vidrio, Mettler-Toledo) y monitoreo del oxigeno disuelto (electrodo
polarogréfico, Mettler-Toledo). La agitacion se reguld automdaticamente entre 200 a 400 rpm
de modo de mantener el oxigeno disuelto por encima del 30 % de saturacion. La temperatura
a 30°C, el pH se mantuvo a 4,0 con solucién de H,SO4 (2,0 N) o de NaOH (2,0 N) segun
corresponda y la aereacion se ajust6 a 0,8 1 de aire por min (20°C, 101,3 kPa). El fermentador
se esterilizd en autoclave (15 min, a 121°C) con parte del medio de cultivo conteniendo la
FCE vy los fosfatos. El resto de los componentes se esterilizd por separado y se incorporaron
junto con el indculo. El medio fue inoculado con 10° conidios/ml. La toma de muestra para el
analisis se realizd descartando los primeros 10 ml para luego tomar volimenes de 35 ml,

aproximadamente. Estas muestras se procesaron del mismo modo que el descrito

anteriormente.
3.3.6 Determinacion de actividades enzimaticas

La actividad PE se determiné tanto mediante la técnica del verde de bromocresol
(Vilarino et al., 1993) como por la del alcohol-oxidasa (Klavons and Bennett, 1986) segun
corresponda. También se determinaron actividades de PelL, AGasa, PGasa, CMCasa y

xilanasa segun la metodologia descrita en el capitulo anterior.
3.3.7 Optimizacion estadistica de la produccion de PE mediante el disefio de Doehlert

La optimizacion de la produccion de PE en el medio liquido con HS y Pec se realizo
utilizando un disefio experimental del tipo superficie de respuesta, en este caso un disefio de
Dochlert (ver Anexo). Los cultivos se realizaron empleando la metodologia descrita (ver

3.3.5.1).

3.4 Resultados y discusién

3.4.1 Fermentaciones en sustrato sélido (FSS)

Se empleo un sistema de cultivo alternativo, como es el caso de la FSS, con el objetivo
de desarrollar una fermentacion mas simple a la vez de obtener extractos mas concentrados
respecto de la actividad PE. En este estudio se utilizaron ST y PL como sustratos solidos, que
son a su vez nutrientes para el hongo, y perlita como soporte inerte impregnado con medio de

cultivo. La ventaja teorica de este Ultimo sistema es que el material que forma la estructura
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porosa es inerte, manteniendo de algin modo su estructura durante el cultivo. En la FSS es
imprescindible el control de la humedad del medio, ya que en este tipo de cultivo el agua no
esta libre pero tiene que estar disponible para el crecimiento microbiano. En los trabajos
publicados sobre FSS es comun indicar la humedad inicial del medio s6lido (generalmente
como % en base himeda) sin una justificacion clara al respecto. En nuestro caso se llevaron a
cabo una serie de determinaciones sobre las propiedades hidricas de los materiales para
establecer sobre una base racional el contenido de agua requerido para el cultivo. Los
materiales para la FSS son, en general, porosos y con cierta capacidad de retencion de agua
(CRA). Esta capacidad expresa la maxima cantidad de agua, en ml, que puede ser retenida por
gramo de material seco en presencia de un exceso de agua bajo la accion de una fuerza patrén,
en nuestro caso la gravedad. Este concepto se aplica a diversos sistemas como el suelo o
materiales como fibra dietética (Stephen and Cummings, 1979;McAunley, 2005).

En una primera experiencia se determindé la CRA de ST, PL y perlita sin ningin
tratamiento o previamente autoclavados, situacion esta mas real ya que los medios se
esterilizan por calor y el tratamiento térmico puede modificar la estructura del sélido y por
ende sus propiedades hidricas. En este ultimo caso los materiales se autoclavaron solos o
impregnados con agua o una solucion de HCI 0,2 N en la proporcion 1 parte de material con
1,5 volumenes de liquido. Los datos obtenidos se indican en la Tabla 3.1. Los valores de CRA
para los materiales sin tratar se encuentran en el rango reportado en bibliografia(Chen et al.,

1988;Lario et al., 2004;McCleart, 2001).

Tabla 3.1 Capacidad de retencion de agua a 25°C para perlita, salvado de trigo y pomaza de

limén sometidos a diferentes tratamientos.

g agua / g material seco

Autoclavado Autoclavado

Sin tratar Autoclavado con agua con HC10,2 N

Perlita 43" 3,3 4,9° 3,9°
Salvado de trigo (ST) 5,8° 2,9° 6,0° 4,6°
Pomaza de limén (PL) 9,7 10,0 11,6° 11,8

Los materiales una vez autoclavados se secaron y la capacidad de retencion de agua se
determin6 segun 3.3.4.2. Los numeros con igual letra dentro del mismo material no difieren
estadisticamente (P < 0.05).

Para ST y perlita, estos valores no difieren significativamente de los correspondientes

al material autoclavado impregnado con agua o solucién de HCI, pero si del autoclavado seco.
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Estos resultados sugieren que la presencia de liquido durante el autoclavado protege de algin
modo la estructura del material. Si bien estadisticamente no es significativa, la menor
retencion de agua en el ST autoclavado con HCI respecto al agua podria explicarse por la
hidrélisis de los polimeros, en particular el almidon. En el caso de la PL los resultados son
dificiles de evaluar debido al fendmeno de gelificacion que ocurre en este tipo de material. La
alta capacidad de retencion de agua de la PL en comparacién con ST y perlita, estd
relacionada en parte con la presencia de pectina ya que este polisacarido es altamente
higroscopico (Boulos et al., 2000).

La PL presentd consistencia de gel luego del autoclavado, particularmente cuando fue
impregnada con liquido, fendémeno revelador de la presencia de pectina solubilizada. Este
fendmeno resultd no ser ventajoso, ya que la gelificacion del medio elimin6 la estructura
porosa necesaria para un buen funcionamiento del medio como sustrato solido.

Los valores de CRA obtenidos representan un limite superior para la cantidad de agua
que se debe adicionar a estos materiales sin que aparezca agua libre. En esta condicion se
asume que todos o la mayoria de los poros intraparticula (generalmente microporos) y en
parte los interparticulas (meso y macroporos) estan llenos de agua. En esta situacion de
saturacion el crecimiento del hongo probablemente no sea el 6ptimo ya que la aereacion esta
fuertemente impedida. Para un Optimo crecimiento microbiano, el medio poroso debe
contener suficiente cantidad de agua y aire y ambos estar disponibles. Por lo tanto es
necesario disminuir el contenido de agua en el medio so6lido, pero sin disminuir la ay, a valores
incompatibles con el crecimiento. Esta informacion se puede obtener en forma orientativa de
las isotermas de adsorcion de agua que es la representacion de la relacion, en el equilibrio,
entre la cantidad adsorbida y la humedad relativa ambiente a una temperatura constante. La
humedad relativa ambiente en el equilibrio corresponde a la actividad acuosa del sélido. En la
mayoria de los casos las isotermas de adsorcion de agua de materiales porosos presentan
histéresis, es decir las curvas son diferentes dependiendo si el equilibrio se obtiene por
adsorcion o desorcion. En este estudio se determinaron las isotermas de desorcion de agua ya
que en general el medio se impregna con agua en exceso y la evaporacion produce su
reduccion. El rango de ay ensayado fue 0,96-0,99 que es el adecuado para el crecimiento
fungico en FSS (Raimbault, 1998).

Como el objetivo de estos estudios fue finalmente realizar el cultivo del hongo, los
materiales luego de autoclavados y secados fueron impregnados con distintas soluciones

nutritivas en cantidad equivalente al 90-95 % de la capacidad de retencion de agua para
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asegurar que no hubiera agua libre. La perlita se impregndé con el medio de cultivo que

contiene triptona y pectina (Cap. 2) y el ST con HCI 0,2 N o con una solucion de pectina (5

g/l de pectina citrica en HCI 0,2 N), todas estériles. En el caso de la PL no se pudo determinar

la isoterma de desorcion de agua con certeza ya que los resultados obtenidos fueron variables

e incongruentes. Esto podria deberse en parte a que, como se menciond previamente, este

material adquiri6 una consistencia gelatinosa como consecuencia del autoclavado. Las

isotermas se observan en la Fig. 3.1.
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Figura 3.1 Isotermas de desorcioén de agua para perlita impregnada con agua o con medio de
cultivo y salvado de trigo impregnado con HCI1 0,2 N o con solucion de pectina citrica (5 g/l en
HCI 0,2 N). Los materiales se autoclavaron humedecidos con agua (perlita) o solucion de HCl
0,2 N (ST) en proporcion 1,5 ml de liquido por cada g de material seco, se secaron en estufa a
80°C y se impregnaron con las soluciones indicadas en cantidad equivalente al 90-95 % de la
capacidad de retencion de agua (~ 4,5-4,8 y 4-4,2 ml por g seco para perlita y ST,
respectivamente). Las mezclas se incubaron a 25°C durante 6 dias en recipientes herméticos
bajo distintas condiciones de humedad relativa en el rango 0,97-1,0, luego de lo cual se secaron

para medir la humedad residual.

Como puede observarse, el contenido de humedad de la perlita y el ST con pectina

incubados en una atmésfera saturada (ay =1,0) fueron de 5,0 y 3,8 ml por g, respectivamente,
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que corresponden, dentro del error experimental, aproximadamente al valor inicial. Los
valores de humedad para ST impregnado con pectina son ligeramente superiores al ST sin
pectina en todos los puntos de la isoterma, lo cual es consistente con las propiedades hidricas
del polimero. No obstante en el valor con a,, =1,0 deberian coincidir ya que en esta condicion
no hay tedéricamente intercambio de agua entre el solido y la atmdsfera, por lo tanto esta
diferencia se atribuye a la preparacion de la muestra. Para el crecimiento de A. kawachii se
selecciond un valor inicial de a, del medio de 0,98, que es un valor tipico de las FSS con
medio impregnado (Oriol et al., 1988). De acuerdo a las isotermas y tomando el valor de
humedad con una ay =1,0 como referencia, para lograr el valor de a,, de 0,98, la humedad de
los soportes no debe ser inferior a 4,6 g de agua por g de material seco para la perlita
embebida con medio de cultivo, y de 2,8 y 3,0 g de agua por g de material seco para el
salvado embebido con HCIl y con pectina en HCI, respectivamente. En el caso del salvado
estos valores de humedad inicial corresponden aproximadamente a un 79 % de su capacidad
de retencion de agua, mientras que en el caso de la perlita es de un 90 %. Esto indica que el

control de humedad en el medio con perlita es critico.
3.4.1.1 Cultivos con salvado de trigo

El cultivo sobre salvado de trigo mostré que A. kawachii coloniza en 36 h
practicamente todo el medio solido (Tabla 3.2), resultado similar al encontrado por Hours &
Sakai (Hours and Sakai, 1994). Los extractos obtenidos utilizando agua como liquido
extractante no mostraron actividad PE para todos los tiempos de cultivo analizados. Dados
estos resultados negativos se considerd la posibilidad de que la PE pudiera quedar adsorbida a
la matriz sélida, fendmeno probable para aquellas enzimas extracelulares producidas por FSS.
Por lo tanto, se efectud la extraccion utilizando soluciones de NaCl de diferente concentracion
(0,1 a 0,5 N) asumiendo que las interacciones proteina/matriz sélida podrian ser de tipo
electrostatico (polares, puente de H, idnicas). De este modo, un incremento en la fuerza ionica
de la solucion extractante tendria que desplazar la proteina hacia el medio liquido.
Nuevamente, no se detectd actividad PE con ninguna de las soluciones extractantes empleadas
para todas las muestras de cultivo analizadas. En principio, este resultado se puede atribuir a
la falta de componentes que induzcan la actividad PE en el ST. Simultdneamente, se
determinaron otras actividades enzimaticas empleando agua como extractante. Como se puede
observar en la Fig. 3.2, se encontraron valores crecientes con el tiempo de cultivo de

actividades relacionadas con la degradacion de la celulosa (CMCasa), xilano (xilanasa) y
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también de la pectina como AGasa, PGasa y PeL. La presencia de PeL en estos cultivos no es
consistente con los resultados obtenidos en los medios liquidos y con la hipotesis de ausencia
de inductores en el medio. Distinta es la situacion de la PGasa y AGasa, que fueron las tnicas
actividades pectoliticas encontradas en los medios liquidos con glucosa (Cap. 2), y por lo
tanto su presencia en el medio ST es consistente con una expresion constitutiva de las

proteinas responsables de tal actividad.
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Figura 3.2 Actividades enzimaticas (PE, AGasa, PGasa, PeL, CMCasa y Xilanasa) expresadas
en unidades enzimaticas por gramo humedo de material fermentado, detectadas a diferentes
tiempos de cultivo en extractos acuosos provenientes de cultivos solidos de A. kawachii sobre
salvado de trigo.

En vista de lo anterior se realizaron cultivos impregnando el ST con una solucion de
pectina citrica (5 g/l en HCI 0,2 N). En este caso, se realiz6 la extraccion de la enzima con
agua encontrandose actividad PE ya a las 30 h de cultivo, con un maximo a las 96 h de cultivo
de 61,6 mU/g de sustrato humedo. El pH del cultivo medido en el maximo de actividad fue
8,4 habiéndose consumido en dicho periodo un 38 % de la pectina inicial del medio.

De este modo, queda en claro que la ausencia de PE en el medio ST no fue un
problema de extraccion de la enzima, sino mas bien la ausencia de inductores en el medio. No

obstante, esta situacion no explica la presencia de PeL en los cultivos sin pectina.
3.4.1.2 Cultivos con pomaza de limon

Para los cultivos con PL, al no poder estimar la cantidad de agua requerida para

obtener un valor inicial de a, de 0,98, se tom6 una relacion arbitraria de liquido a sdélido
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correspondiente al 50 % de la capacidad maxima de absorciéon de agua de la PL. En la
practica, esta relacion significa 6 g de liquido por gramo de sélido. Los cultivos de A.
kawachii sobre PL embebida solamente con agua no mostraron desarrollo del hongo. La PL
es un subproducto de la industria juguera y, evidentemente, carece de algunos nutrientes
necesarios para el crecimiento microbiano. Por ello, se decidié impregnar la PL con el medio
liquido empleado en el Cap. 2 sin FCE. Como era de esperar, el hongo colonizo totalmente el
sustrato detectandose a las 96 h de cultivo una actividad PE de 15,5 mU/g sustrato himedo y

un pH del medio de 8,3.
3.4.1.3 Cultivos con perlita

Por ultimo, se decidio estudiar la produccién de PE sobre un material inerte, como la
perlita, embebido con medio liquido conteniendo pectina como FCE. Las condiciones
iniciales de los cultivos fueron de 4,6 ml de medio / g perlita seca y pH 4,2. En este caso, A.
kawachii se desarrolld cubriendo totalmente la superficie del soporte. La actividad PE se
detecto a partir de las 48 h, con un maximo a las 96 h de 3,06 mU / g himedo, pH 8,1 y un
consumo de pectina del 66 %.

Es interesante destacar que en el tiempo de cultivo cuando se registrd el maximo de
actividad PE (96 h), los valores de pH fueron marcadamente alcalinos (~ 8,0). Seglin lo
observado en los cultivos liquidos, la alcalinizacion esta asociada al agotamiento de la FCE
rapidamente asimilable; sin embargo, en este caso el consumo de pectina fue incompleto. Es
factible, en el caso de la perlita, que una parte del medio quedara retenida en el interior de las
porosidades del sustrato de un modo fisicamente inaccesible para el hongo. Estudios similares
realizados en nuestro laboratorio con el mismo sistema de cultivo empleando hongos
alcalinofilicos autoctonos (Acrostalagmus luteo-albus y Clonostachys rosea) mostraron un
consumo de pectina del orden del 95 % (Rojas et al., 2011b). De lo anterior se puede presumir
que el grado de asimilacion de nutrientes del interior de las porosidades de la perlita podria
depender, entre otros factores, de la especie fungica en estudio. En el medio con PL, el
consumo de pectina no se pudo calcular ya que la extraccion de las muestras sélidas de
proceso se realiz6 fundamentalmente para recuperar la PE producida y no la pectina
remanente (en este caso, el proceso de extraccion se deberia de llevar a cabo en condiciones
mas extremas de pH y temperatura, probablemente incompatibles con la estabilidad de la
enzima). Sin embargo, el aumento del pH indicaria una limitaciéon en la FCE. La misma

podria deberse a que la pectina se consumid totalmente o bien que la misma se volvio
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inaccesible fisicamente al hongo. Esta ultima posibilidad resulta factible teniendo en cuenta
que el desarrollo fungico ocurrié sobre la superficie del medio sin una colonizacién evidente
sobre el interior del material s6lido. Debe recordarse que, luego del tratamiento térmico, la PL

pierde su forma particulada tornandose en un material gelatinoso.

3.4.2 Cultivos en frascos

3.4.2.1 Efecto de la FCE en la produccién de PE

Los resultados de los cultivos en FSS y en medio liquido (Cap. 2) demostraron que la
produccion de PE por A. kawachii esta asociada a la incorporacion de pectina al medio de
cultivo. En un ensayo posterior se reemplazé la Glu (responsable de la represion de muchos
genes inducibles) por cantidades equivalentes de glicerol (tipico sustrato que no presenta
represion catabodlica) y no se observo actividad PE (datos no mostrados). De estas
experiencias se concluyd que la no expresion de PE en los medios con Glu es la ausencia de
inductor. Partiendo de estos datos, resultd interesante analizar qué componente(s) de la
pectina es/son responsable(s) del fenomeno de induccion. Desde un punto de vista quimico, la
pectina empleada como FCE es basicamente AGA parcialmente esterificado, con cierta
proporcion de azucares neutros. A su vez, la PL es una fuente de pectina soluble de similar
composicion que la Pec, pero que también contiene otros componentes de la pared celular
vegetal que podrian solubilizarse parcialmente durante el autoclavado y que eventualmente
podrian potenciar la induccion. Para determinar de manera mas precisa qué componentes del
medio contribuyen a la induccidon de PE, se realizaron cultivos en frascos conteniendo el
medio base con triptona y sales suplementado con cada uno de los azlicares simples que estan
presentes en la pectina: Gal, Ara, AGA, Ram y Xil. También se ensayaron los polisacaridos
pécticos purificados como APG, RG y AG y metanol. La referencia fue un cultivo sin
carbohidratos asumiendo en este caso que el crecimiento depende totalmente del aporte de N
y C de la triptona. La evaluacion del efecto de APG y metanol sobre la produccion de PE
resultd interesante considerando que son los productos de la reaccion enzimdtica. La
concentracion de metanol elegida (0,1 g/I) resultd6 del cdalculo que considera la
desesterificacion total de la pectina empleada (5 g/l). En el estudio se incorporaron también
cultivos con HS, en este caso los medios no se suplementaron con triptona ya que el
subproducto es rico en nitrogeno. La HS se evalud sola o en combinacioén con pectina. Como
control se emplearon medios con FCE definidas o complejas. Como control positivo de la

produccion de PE se emplearon medios conteniendo Pec o PL y como negativo el medio con
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Glu o ST. El crecimiento fungico se determind por medida del peso seco en aquellos medios
sin solidos en suspension. La actividad PE se determiné a las 30 h de cultivo. Los resultados

se presentan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Crecimiento de A. kawachii e induccion de PE en distintos medios de cultivo.

. Peso seco Consumo de FCE Actividad PE*
FeE (g (%) (mU/ml)
Sin adicion® 0,61 - 0
Arabinosa 2,98 40 0
Galactosa 0 0 0
Xilosa 3,94 78 0
Ramnosa 0,95 24 0
Acido galacturénico 1,38 55 20,6
Acido poligalacturénico 2,67 87 15,5
Metanol 0,71 - 0
Ramnogalacturonano 0,81 - 0
Arabinogalactano 0,84 - 0
Salvado de trigo

. ~45 5,2
con pectina
Harina de soja
(sin triptona) ~30 124.2
Harina de soja con pectina®
(sin triptona) ) ) 194
Controles (+)
Pectina 2,85 90 233
Pomaza de limoén - - 24,2
Controles (-)
Glucosa 4,31 95 0
ST ~3,0 - 0

?Las concentraciones iniciales de aziicares o polisacaridos fueron de 5 g/1, metanol 0,1
g/l, ST y HS ~ 0,6-0,7 g/1.

®Medio base con triptona y sales.

‘Pectina agregada al 10 % del componente mayoritario. Los azicares reductores se
determinaron por Somogyi-Nelson y la de AGA, APG y pectinas por mhdf.
*Determinada mediante la técnica de la alcohol oxidasa.

0: no detectable en las condiciones de ensayo empleadas. -: no determinado.

El tiempo de los cultivos fue de 30 h y se realizaron por triplicado.
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El medio sin fuente de C mostrd un cierto crecimiento flingico que estuvo asociado al
consumo de la triptona, un digerido pancreatico de caseina que aporta aminoacidos como
unica fuente de C y N. Esto se observo también en el medio con metanol cuya concentracion
es despreciable desde el punto de vista del crecimiento celular. Algunas FCE como AG y RG
practicamente no fueron asimiladas mientras que en el medio con Gal el crecimiento fue
completamente suprimido. Cuando se agregé Glu al medio con Gal, el hongo crecio
consumiendo Unicamente la Glu (datos no mostrados). Se concluyd por lo tanto que la Gal
inhibe el crecimiento cuando esta presente como unica FCE y no es asimilada en presencia de
otra FCE como es la Glu. La falta de crecimiento de hongos cultivados con Gal ha sido
observada en otros casos como Penicillium marneffei, en ¢l cual se especula que la causa seria
la acumulacion intracelular de uno o mas metabolitos de la Gal (Wong SS et al., 2001). Es
interesante resaltar que el hongo produce enzimas que degradan el AG, por lo tanto el escaso
crecimiento en este sustrato indica que estas enzimas son producidas en niveles importantes
cuando estan presentes en el cultivo aztcares rapidamente asimilables. En el caso del RG, el
resultado es consistente con los resultados obtenidos en el Cap. 2, que sugieren que A.
kawachii, al menos en las condiciones experimentales empleadas, no produce enzimas que
degradan este RG de soja. En relacion a las otras fuentes ensayadas, el consumo de FCE en
los medios con Glu, Pec, APG, y Xil fue > 75 %, con AGA y Ara fue cercano al 50 % y muy
bajo con Ram (24 %).

En todos los casos, la forma de crecimiento fue en pellets cuyo tamafio dependio6 de la
FCE (Fig. 3.3). En la foto se puede observar el crecimiento en pellets con distintas FCE
solubles. No queda en claro la causa de la diferencia en el tamafio de los pellets, pero es
factible que dependa de la naturaleza de la fuente de C ya que el crecimiento de la biomasa en
el medio con glucosa y arabinosa fueron comparables, pero los pellets del cultivo con xilosa

fueron la mitad de tamafio de los observados con glucosa.
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Pectina Ac. galacturdnico

Figura 3.3 Fotografias de muestras de cultivos de A. kawachii en medio liquido utilizando

diferentes FCE solubles. Los cultivos se cosecharon a las 30 h.

En las FCE complejas, con s6lidos en suspension, el crecimiento fue importante tanto
con HS como ST. Los valores de glucosamina en estos medios indican una biomasa del orden
de 3,0 g/l, excepto en el caso de la HS suplementada con pectina en el cual la biomasa fungica
alcanzada a las 30 h de cultivo fue de 4,5 g/l. Particularmente, el crecimiento fungico
encontrado en HS indica que este material posee un balance adecuado de C y N.

La produccion de PE se observo en los medios conteniendo AGA, ya sea en forma de
mondmero, polimero purificado (APG) y HS que también contiene pectina. En los primeros
(AGA y APQ) se alcanzaron niveles de actividad PE de 20,6 y 15,5 mU/ml, respectivamente,
que son similares a los medios empleados como control positivo. Por su parte los cultivos con
HS como unica fuente de C y N dieron niveles de actividad sorprendentemente altos (124,2
mU/ml) y, particularmente, cuando la HS fue suplementada con pectina (159,4 mU/ml). No se
detect6 actividad PE en el medio con ST solo pero si, aunque una baja actividad, cuando
estuvo suplementado con pectina lo cual confirma los resultados de la FSS realizada con este

sustrato.
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Los resultados obtenidos demuestran que en A. kawachii opera un mecanismo similar
al descripto en otros Aspergilli (i.e. A. niger) en relacion a la necesidad de la presencia en el
medio de AGA (o sustancias que lo contienen) como inductor sobre la sintesis de pectinasas
(de Vries and Visser, 2001). Existen evidencias que el AGA es la molécula clave para la
induccién de ciertas enzimas involucradas en la degradacion de pectina como algunas PGasas,
pectin liasas, ramnogalacturonasas e incluso la PE (Parenicova, 2000). Es probable que algin
producto del catabolismo microbiano del AGA sea el verdadero inductor de la PE, como
ocurre con otras enzimas pectoliticas (Martinez-Trujillo et al., 2009).

Los altos niveles de actividad PE en HS son llamativos ya que este sustrato no
contiene homogalacturonano y las regiones de la pectina que si contienen residuos de AGA
como el xilogalacturano son bastante refractarias a la degradacion por PGasas (Huisman et al.,
2003). Sin embargo, también se han reportado casos positivos de produccion de PE por otros
Aspergilli (i.e. A. foetidus) crecidos en este material sin suplementacion alguna (Cavalitto et
al., 1996). Empleando la misma cepa que en este estudio, Kojima y col., 1999 (Kojima et al.,
1999) produjeron en un medio con HS al menos tres PGasas, segtn el pH inicial del medio,
por lo tanto es probable que el pool de PGasas obtenido en estos cultivos contenga enzimas
tanto constitutivas como inducibles.

Es evidente que A. kawachii produce enzimas que degradan los polisacaridos pécticos
complejos de la HS generando el inductor de la PE. En este sentido seria muy interesante el
aislamiento y purificacion de estas enzimas, posiblemente novedosas, involucradas en la
degradacion de la pectina de soja. Los altos niveles de actividad PE indican que HS aporta
otros componentes que podrian actuar sinérgicamente en la induccidén de la enzima. En este
sentido, se han reportado diferentes ejemplos sobre el efecto inductor de la HS, tanto en forma
completa como mediado por de alguno(s) de sus componente(s), sobre el crecimiento
microbiano y/o la produccion de enzimas. Por ello, la HS resulta ser uno de los ingredientes
mas empleados a nivel industrial en la formulacion de medios de cultivos, tanto liquidos
como con soélidos en suspension para la produccion de enzimas y otros metabolitos (Asenjo

and Merchuk, 1995).
3.4.2.2 Efecto del pH inicial del medio de cultivo sobre la produccién de PE

Es conocido que el pH inicial del medio de cultivo puede afectar la produccion de
enzimas, particularmente las extracelulares, especialmente las pectinasas fingicas (Pefialva et

al., 2008). Los resultados anteriores motivaron la realizacion de experimentos para determinar
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si el pH (inicial) del medio de cultivo ejercia algiin efecto sobre la produccion de PE. Para
ello se realizaron cultivos de A. kawachii utilizando Pec y PL como FCE, tanto a pH inicial
4,0 (control) como 2,5. La actividad PE se determind en muestras tomadas a las 36 h de
cultivo. La medida de PE se realiz6 mediante la técnica de la alcohol oxidasa a dos pHs
diferentes, pH 5,0 (control) y 2,5. La medida de actividad enzimatica a dos pHs diferentes en
diferentes muestras puede indicar la presencia de mas de una proteina con la misma actividad
enzimatica (Voget et al., 2006). Los resultados obtenidos mostraron que en los cuatro medios
la actividad PE medida tanto a pH 5,0 (24-27 mU/ml) como a 2,5 (5,8-6,5 mU/ml) fue
similar, por lo tanto no se puede realizar ninguna hipdtesis sobre la posible presencia de

isoenzimas en los distintos medios de cultivo.
3.4.2.3 Cultivos glucosa — pectina

La represion catabdlica de una enzima inducible es la ausencia de induccién en
presencia de una FCE facilmente asimilable, la cual generalmente es la Glu. Por ello, el
fendmeno se conoce como represion por glucosa o C. Resultd interesante determinar si la
glucosa reprimia la sintesis de la PE en presencia de pectina. Para ello, se realizaron cultivos
empleando ambas FCE en la misma concentracion (2,5 g/l de cada una). La cinética de
consumo de ambas FCE y la actividad PE se determinaron durante el cultivo (40 h). Como se
observa en la Fig. 3.4, la pectina (medida como AGA) y la Glu se consumieron
simultaneamente. A las 30 h de cultivo el consumo de ambas FCE fue practicamente total, lo
que se tradujo en un aumento en la velocidad de incremento del pH. La PE se detect6 en el
cultivo a partir de las 18 h y luego de alcanzar un maximo a las 30 h disminuy6 drasticamente
en coincidencia con el remarcado aumento del pH. La razéon de esta disminucién no es
evidente, pero podria estar relacionada con la estabilidad de la enzima a pHs cercanos a la
neutralidad. Esta situacion contrasta con los resultados de los cultivos en medio sélido en los
cuales la méxima actividad fue observada a las 96 h con un pH del medio de ~ 8,0. Esto
demuestra las diferencias importantes entre los dos sistemas de cultivo. Este ensayo reveld
que en las condiciones de cultivo empleadas no se observa represion de la sintesis de PE por
Glu y confirma que el mecanismo principal que controla la produccion de enzima es la

induccion.
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Figura 3.4 Crecimiento y produccion de PE por A. kawachii en medio con glucosa y pectina.
3.4.3. Cinética de produccién de PE en frascos y fermentador

En frascos: Se estudié la cinética de produccion de PE en los medios con HS y
HS/pectina, en este ultimo caso la concentracion de pectina fue del 10 % (p/p) respecto a HS.
Como referencias se emplearon los medios con pectina o PL ya estudiados anteriormente. En

la Fig. 3.5 se muestra la evolucion de la actividad PE en los 4 medios de cultivo.
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Figura 3.5 Evolucion de la actividad de la PE en distintos medios liquidos.
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Las actividades enzimaticas de los medios con HS fueron superiores a los medios de
referencia independientemente del tiempo de cultivo. La presencia de HS redujo el tiempo en
el cual se alcanzo la actividad maxima de 42 a 30 h. Si comparamos la actividad de los
medios en este ensayo con el anterior (Tabla 3.2) observamos que los valores difieren aunque
la diferencia es menor en el medio HS/pectina (140-160 mU/ml) que en el medio HS (70-125
mU/ml). Probablemente, la presencia de pectina minimice el efecto negativo de otros factores
que pueden afectar negativamente la produccion de la enzima y que aun no se han
establecido.

En fermentador: se realizaron cultivos en biorreactor para determinar el cambio de
escala en la produccion de PE. El cultivo de hongos filamentosos en fermentadores tipo
tanque agitado tiene cierta complejidad ya que los esfuerzos de corte del agitador pueden
provocar la ruptura del micelio. Esta ruptura es mucho mas problematica en hongos
cenociticos, esto es aquellos que no poseen tabiques en sus hifas. En nuestro caso, A.
kawachii es un hongo tabicado, pero igualmente la posibilidad de dafno mecanico debido al
agitador debe de tenerse en cuenta. Por otra parte, el posible dafio mecanico es mucho mas
perjudicial cuando el crecimiento fungico se lleva a cabo en forma de micelio filamentoso
disperso. En nuestro caso, el crecimiento es en forma de pellets lo cual, nuevamente, es un
factor positivo. Igualmente, y de modo precautorio, se tomaron medidas para el armado y
operacion del fermentador considerando posibles cambios en la estructura de los pellets
debidos al efecto de impacto de la paleta del agitador. Por ello, se decidi6 realizar los cultivos
retirando los deflectores (baffles) y a bajas rpm. Ademas, se controld la cantidad de oxigeno
disuelto a valores mayores del 20 % durante todo el proceso aunque cuando el crecimiento es
en forma de pellets, la restriccion de oxigeno puede ocurrir mas bien por limitaciones
difusionales dentro del pellet que en la interfase gas-liquido (Doran, 1998). Para una mejor
comparacion con los frascos agitados se emple6 el medio con pectina (mas reproducible) ya
que es factible cuantificar el crecimiento por medida del peso seco.

En la Fig. 3.6 se muestra el curso del cultivo y la evoluciéon de la actividad PE en
tanque agitado. Nuevamente, A. kawachii crecio formando pellets de modo similar a los
cultivos en frascos, pero en este caso con un tamafio ~ 1,5 mm, menor en comparacion con los
tipicos 3 mm de tamafno final observados en frasco. Un mayor esfuerzo de corte en el
biorreactor que en los erlenmeyers podria considerarse, tentativamente, como causa de esta

diferencia. No obstante, el peso seco en ambos sistemas fue muy parecido, lo mismo que el
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consumo de la FCE y la actividad PE. Esta similitud quizés pueda deberse al hecho que sin
deflectores, la fluidodinamica en el fermentador no fue tan diferente a la del frasco agitado.

Es interesante mencionar que en este caso también se observa el maximo de actividad
PE (35,4 mU/ml) a las 42 h de cultivo, ambos valores similares a los encontrados en los
cultivos en frascos. Este maximo es también seguido de una caida en la actividad.
Anteriormente se habia postulado que dicha disminucién podria deberse a la inestabilidad de
la enzima frente al incremento en los valores de pH. Sin embargo, en este caso el pH se
controlé automaticamente a un valor de 4,0, con lo cual no se puede aplicar la anterior
hipdtesis. Asi, los cultivos en fermentador a pH controlado no mostraron una superioridad
respecto a los realizados en frascos (actividad PE maxima y tiempos de cosecha) a pesar de la
marcada disminucion en el tamafio de los pellets. Por ello, se puede estimar que este cambio
no afecta significativamente a la fisiologia del hongo, al menos en cuanto a la produccion de
PE en las condiciones empleadas y el empleo de un tanque agitado sin deflectores es

apropiado para el cambio de escala.
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Figura 3.6 Crecimiento de A. kawachii, consumo de pectina (AGA, g/l) y actividad PE en
biorreactor tipo tanque agitado sin deflectores utilizando pectina (5 g/1) como FCE. pH
controlado a 4,0. Concentracion de oxigeno disuelto > 20 % de saturacion.

3.4.4 Optimizacion de la produccion de PE en medio con harina de soja y pectina

En las ultimas décadas los métodos estadisticos han sido aplicados a la optimizacion
de medios para procesos biotecnologicos. Estos métodos incluyen disefios de bloques y
factoriales a fin de identificar aquellos componentes que poseen algin efecto sobre la variable

que se desea optimizar seguido de uno o més ensayos de superficie de respuesta para obtener
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las concentraciones de los componentes estudiados que magnifiquen total o localmente la
variable deseada (Kennedy and Krouse, 1999). La metodologia de superficie de respuesta es
un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas utilizadas para modelar y analizar
problemas en los que una variable de interés es influenciada por otra. Esta metodologia, por
otra parte, permite determinar efectos principales e interacciones entre variables con
relativamente pocos experimentos.

Anteriormente se observo que la maxima produccion de PE de A. kawachii se alcanzo
en el medio con harina de soja suplementado con pectina (5 y 0,5 g/l, respectivamente)
obteniéndose ~ 140 mU/ml a las 30 h de cultivo en frascos. Se decidi6 por lo tanto optimizar
la concentraciéon de ambos componentes utilizando el disefio estadistico de Dochlert
(Doehlert, 1970) El primer disefio de Doehlert se realizdé centrando el poligono en las
variables concentracion de HS (7,5 g/l) y de pectina (0,75 g/1). En la Tabla 3.3 se muestran los

resultados de la actividad PE para los 9 valores del ensayo determinada a las 30 h de cultivo.

Tabla 3.3 Primer disefio de Doehlert y actividad PE resultante para las 2 variables ensayadas:

harina de soja y pectina.

Ensayo Harina de soja Pectina Actividad PE
Codificado (g/h) Codificado (g (mU/ml)
0 0 7,5 0 0,75 2153
0’ 0 7,5 0 0,75 2251
0 0 7,5 0 0,75 220,2
1 0 7,5 1 1,25 381,7
2 0,866 10,0 0,5 1,00 303,4
3 0,866 10,0 -0,5 0,50 176,2
4 0 7,5 -1 0,25 2447
5 -0,866 5,0 -0,5 0,50 391,5
6 -0,866 5,0 0,5 1,00 518,7

El resultado del analisis de varianza (ANOVA) y la estimacion de los coeficientes para
un modelo de segundo orden se presentan en la Tabla 3.4. Los valores se presentan por
separado para cada efecto principal y las diferentes interacciones. Los efectos que presentan
un valor de P < 0,05 son significativos con un nivel de confianza del 95,0 %. El modelo
ajustado representd adecuadamente los datos ya que, la carencia de ajuste (lack of fit) no fue

significativa con un valor de P > 0,05. La regresion fue significativa con un coeficiente de
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determinacién (R*) de 0,95. La ANOVA muestra que la interacciéon HS x P no fue
significativa. Curiosamente, la concentracion de HS mostré6 un efecto negativo sobre la
produccion de PE. En contraposicion el aumento de P tuvo un efecto positivo, pero no se

encontrd un valor 6ptimo.

Tabla 3.4 Valor de los coeficientes, calculados por ANOVA, en el modelo obtenido de acuerdo

al ler disefio de Doehlert. R* = 0,95.

Variables Cocficientes P
Constante 220,2

P 88,1 0,0010
HS -124,3 0,0005
P’ 93,0 0,0023
P x HS 0 1,0000
HS’ 138,7 0,0010

En la Fig. 3.7 se representa la superficie que ajusté el modelo en la cual se puede
observar como el aumento de HS diminuye la produccion de PE en el rango de

concentraciones de HS analizado (5-10 g/l).
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Figura 3.7 Efecto la concentracion de harina de soja y pectina en la produccion de PE de A.
kawachii. Primer disefio experimental de Dochlert.
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Teniendo en cuenta estos datos se llevd a cabo un nuevo disefio de Doehlert tomando
como punto central el extremo de méaxima actividad PE, decir con valores de 1 g/l pectina y
de 5 g/l de harina de soja. Se seleccionaron 3 concentraciones de pectina y 5 concentraciones
de harina de soja. En la Tabla 3.4 se muestran los valores utilizados en dicho ensayo y los
resultados de la actividad enzimatica hallada. El resultado del andlisis de varianza (ANOVA)
y la estimacion de los coeficientes para un modelo de segundo orden se presentan en la Tabla
3.8. El unico factor significativo fue P* pero con un valor de P ~ 0,05 lo cual sugiere que nos
movimos en una regioén de concentracion de factores en las cuales el modelo no puede hacer
ninguna prediccion. Por lo tanto se decidid realizar un tercer disefio, aunque tomando como
punto central la relacion de concentracion HS/pectina 5/0,5 que dio el mayor nivel de
actividad PE en el segundo disefio. En la Tabla 3.4 se muestran los valores utilizados en dicho

ensayo y los resultados de la actividad enzimatica hallada.

Tabla 3.4 Segundo disefio de Doehlert y actividad PE resultante para las 2 variables ensayadas:

harina de soja y pectina.

Ensayo Harina de soja Pectina Actividad PE
Codificado (g/D) Codificado (g/D (mU/ml)
0 0 5,0 0 1,00 473,6
0’ 0 5,0 0 1,00 546.,4
0 0 5,0 0 1,00 510,0
1 0 5,0 1 1,50 5829
2 0,866 7,5 0,5 1,25 437,1
3 0,866 10,0 -0,5 0,75 5829
4 0 5,0 -1 0,50 728,6
5 -0,866 2,5 -0,5 0,75 546,4
6 -0,866 2,5 0,5 1,25 5829

Los valores de los coeficientes para el segundo polinomio obtenido con estos datos asi

como también los valores del analisis de variancia se observan en la Tabla 3.5.
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Tabla 3.5: Valor de los coeficientes, calculados por ANOVA, en el modelo obtenido
de acuerdo al 2do disefio de Doehlert. R? = 0,95.

Variables Coeficientes P
Constante 510,0

P 66,8 0,0864
HS -31,5 0,2721
P’ 145,8 0,0482
P x HS -105,2 0,1293
HS’ -12,2 0,7497

Tabla 3.6 Tercer disefio de Doehlert y actividad PE resultante para las 2 variables ensayadas:

harina de soja y pectina.

Ensayo Harina de soja Pectina Actividad PE
Codificado (gD Codificado (g/D (mU/ml)

0 0 5,0 0 0,50 669,4
0’ 0 5,0 0 0,50 710,0
0 0 5,0 0 0,50 715,1
1 0 5,0 1 1,00 9129
2 0,866 7,5 0,5 0,75 202,9
3 0,866 10,0 -0,5 0,25 507,1
4 0 5,0 -1 0,00 30,4

5 -0,866 2,5 -0,5 0,25 1014,3
6 -0,866 2,5 0,5 0,75 710,0

El resultado del analisis de varianza (ANOVA) y la estimacion de los coeficientes para

un modelo se indican en la Tabla 3.7
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Tabla 3.7 Valor de los coeficientes, para la tercer experiencia, calculados por ANOVA, en el

modelo obtenido de acuerdo al disefio de Doehlert.

Variables Coeficientes p
Constante 698.2

P 192,7 0,0056
HS -292.,8 0,0024
P’ -226,5 0,0100
P x HS -0,1 0,9986
HS? -43,9 0,1945

En este experimento, al igual que en el primero, tanto la concentracion de pectina
como la de harina de soja tienen un efecto significativo, aunque opuestos, para la actividad
PE, mientras que no se encontrd efecto significativo en las variables cuadréticas (P* y HS?) o
la interaccion P x HS. La superficie de respuesta que representa la ecuacion que ajusta el

modelo se puede observar en la Fig. 3.8.
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Figura 3.8 Efecto la concentracion de harina de soja y pectina en la produccion de PE de A.
kawachii. Tercer disefio experimental de Doehlert.

Asi se llegd a la mejor combinacidn, para esta serie de experimentos, de harina de soja
y pectina, es decir 2,5 g/l y 0,25 g/l, respectivamente. Estos valores no corresponden al
maximo del polinomio el cual podria alcanzarse con nuevos disefios; sin embargo, los valores

obtenidos implican una substancial mejora respecto de los de partida. Es importante resaltar
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cual es la magnitud de la mejora. La actividad enzimatica en la condicion inicial (punto
central del ler disefio) fue del orden de 200 mU/ml que es un valor tipico de los ensayos que
se hicieron con HS suplementada con pectina. Luego de la optimizacion la actividad obtenida
fue de ~ 1000 mU/ml lo cual es considerable si tenemos en cuenta que solo se variaron dos
componentes del medio.

Los disefios estadisticos como el empleado son empiricos es decir funcionan como caja
negra y no explican las causas de la interacciones entre los factores. La concentracion optima
de HS y pectina probablemente refleje un balance entre el efecto inductor de la pectina (hasta
un cierto limite) y parcialmente de la HS y el efecto de represion que tiene la HS cuando su

concentracion aumenta mas alla de un cierto limite.

3.4.5 Comparacion de la cinética de produccién de PE en Erlenmeyers y fermentadores
empleando el medio optimizado

La combinacién de concentraciones de harina de soja (2,5 g/l) y pectina (0,25 g/l)
encontradas luego de la optimizacion estadistica previamente descrita fue utilizada en cultivos
de 48 h de duracion, tanto en frascos como en planta, para la produccion de PE. Los
resultados obtenidos se muestran en la Fig. 3.9. En ambos casos, el perfil de actividad PE
observado fue similar, se detect6 actividad PE a partir de las 12 h de cultivo con el méximo a
las 42 h. Sin embargo a diferencia de lo observado con el medio con pectina, se obtuvo una
mayor actividad PE en fermentador que en frascos. Esto indica claramente que un adecuado
balance de un medio de cultivo puede poner en evidencia el beneficio que un cambio de

reactor o de escala puede producir sobre los rendimientos de un cultivo.
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Figura 3.9 Actividad PE de A. kawachii utilizando harina de soja y pectina como FCE, en
cultivos en erlenmeyer y fermentador.
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3.5 Conclusiones

Aspergillus kawachii produce actividad pectinesterasa en cultivos sélidos empleando
pomaza de limén y perlita impregnada en medio liquido (conteniendo pectina como FCE) y
particularmente en afrecho de trigo con pectina donde se alcanz6 la maxima actividad.

En medio liquido la PE se expresd en presencia de pectina o de algin componente
derivado que la contenga. Asi, la actividad PE result6 positiva en cultivos donde la FCE fue:
acido galacturénico, pectina, pomaza de limoén y harina de soja. La harina de soja mostr6 una
superioridad en la actividad de PE encontrada, que a su vez se incrementa en presencia de
pectina.

El pH inicial del medio de cultivo no afecta la produccion de PE, alcanzandose valores
comparables en cultivos tanto a pH 4,0 como a pH 2,5.

Cuando se analizaron cultivos mixtos empleando pectina-glucosa como FCE, los
resultados revelaron que no se observa represion de la sintesis de PE por glucosa y se
confirma que el control de la produccién es principalmente de naturaleza inductiva.

La produccion de PE en harina de soja-pectina se optimizé utilizando el método de
superficie de respuesta. Se partio de un medio inicial (conteniendo HS 5,0 g/l y pectina 0,5
g/l) y se establecié un medio optimizado (con HS 2,5 g/l y pectina 0,25 g/l) en el cual se
alcanzo una actividad PE 6 veces mayor respecto al medio inicial. De esta manera, no solo se
logr6é un aumento en la produccion de PE, sino también una reduccién en la cantidad de FCE
empleada en el medio de cultivo.

Los cultivos de A. kawachii en fermentador revelaron una produccion de PE mayor
que la encontrada en frascos erlenmeyeres, utilizando la misma composiciéon de medio, a

todas las horas de cultivo analizadas.
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Capitulo 4
Pectinesterasa de Aspergillus kawachi:

purificacion y caracterizacion

4.1 Resumen

Se purifico la pectinesterasa (PE) de A. kawachii (IFO 4308) a partir de un medio de
cultivo liquido (con pectina como FCE e inductor). La purificacion se realizé a partir del
sobrenadante concentrado y desalinizado mediante cromatografias sucesivas de intercambio
catidnico, anidnico y catidnico con gradiente expandido. Se obtuvo un tnico pico de actividad
PE.

La enzima purificada se caracterizO con respecto las propiedades fisicoquimicas,
bioquimicas y cataliticas mas relevantes. E1 PM de la PE resulto ser de 44,5 kDa (por SDS-
PAGE) y de 54 kDa (por exclusion molecular, columna S-100). El PI de la enzima fue de 3,8
por IEF. El zimograma reveld que la banda posee actividad de PE. La enzima probablemente
no esta glicosilada (no se retiene en Concavalina A). La PE mantuvo el 70 % de actividad
residual luego de 1 h a 50°C, siendo inactivada a 70°C. Su pH o6ptimo es 4,5. Ademas posee
un 25 % de su actividad maxima a pH 2, propiedad inusual para las PE. El efecto inactivante
observado a bajos valores de pH se revierte substancialmente luego de la reincubacion a pH
5,0. El agregado de diferentes sustancias presentes en el jugo de limén (fructosa, sacarosa,
pectina y proteinas) como asi también jugo de limén natural aumentd la estabilidad de la
enzima a pH 2,5, en tanto que glucosa y citrato la disminuyeron. Los diferentes cationes
ensayados no incrementaron la actividad enzimatica, en tanto que K, Zn™ y Fe™ la
disminuyeron substancialmente. Los parametros cinéticos fueron: Km = 0,1692 mg/ml y
Vmax = 8,5172 pmol/min-ml. Se determin6 que el modo de accion de la enzima fue aleatorio,
similar a otras PE de origen fingico. Se obtuvo la huella peptidica de la PE pero no fue
posible identificar a la proteina en las bases de datos disponibles. La clarificacion de jugo de
limén natural fue satisfactoria y mas efectiva en comparacion con la PE de A. aculeatus,

otorgandole una potencial aplicacion en la industria de jugos citricos.
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4.2 Introduccion

La pectinesterasa (PE, EC 3.1.1.11) es una enzima que cataliza la desesterificacion de
la pectina, componente fundamental de la pared celular vegetal, con formacion de metanol y
pectina con un menor grado de desesterificacion. La PE juega un papel primordial en la
degradacion completa de la pectina ya que potencia la actividad de las poligalacturonasas y
las pectatoliasas al formar regiones conteniendo residuos de acido galacturénico
desesterificados. Por otra parte, las caracteristicas fisicoquimicas de la pectina se encuentran
en buena medida determinadas por el grado de esterificacion y la distribucion de los grupos
metoxilos (Christgau et al., 1996). Asi, la PE cumple un rol fundamental, modulando las
caracteristicas de la pectina, alterando su grado de esterificacion y su degradabilidad. El
conocimiento y control de estos procesos resulta fundamental en la industria de la pectina y en
el procesamiento de los materiales vegetales que la contiene. La PE juega un rol importante
en Tecnologia de Alimentos debido a su actividad sobre diversas materias primas vegetales.
Se utiliza en combinacion con otras pectinasas (poligalacturonasas y/o pectatoliasas) para
depolimerizar pectina tanto en procesos de clarificacion de jugos de fruta de pepita (i.e.
manzana y pera) como en la reduccion de la viscosidad de otros productos alimenticios. Hay
otros casos en los cuales la PE se utiliza sola como son la clarificacion seguida de
concentracion de jugos citricos (limén) y en la elaboracion de pectinas de bajo metoxilo.
Otros usos incluyen la gelificacion de frutas (Kashyap et al., 2001) y la modificacion de la
textura y reologia de productos frutales y vegetales (Javeri et al., 1991).

Tal como se indicara en al Capitulo 2, A. kawachii produce PE en medios con pectina
cuya actividad se expresa en un rango de pH comprendido entre 2,0 y 5,5. En este capitulo se
describe la purificacion y propiedades de la unica PE producida por este hongo en los medios
con pectina. Los resultados sugieren que es una enzima interesante para su empleo en la
clarificacion de jugos citricos, particularmente de limon donde se requiere el uso de enzimas
con altos valores de actividad y estabilidad a pHs muy bajos (alrededor de 2). Finalmente, se

demostrd su superior capacidad clarificante respecto a un preparado comercial equivalente.

4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Reactivos y soluciones

Buffer citrico fosfato (BCP): acido citrico 50 mM, fosfato disodico 25 mM, ajustado a
pH 6,0 con NaOH. Se lleva a los diferentes pHs con HCI. Buffer NaAc (BNaAc): acido
acético 20 mM ajustado con NaOH.
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Se utilizaron 2 tipos de pectinas SIGMA del mismo origen (citrico) con diferentes
grados de metoxilacion (GM), a saber: pectina de cascara de citrus (P 9135) y pectina
esterificada de cascara de citrus (P 9561).

El rojo de rutenio y las membranas de celulosa para dialisis (corte 12400 Da) fueron
obtenidos de Sigma. Los rellenos para columnas cromatograficas Sepharose Q Fast Flow,
Sepharose SP, Fast Flow Sephacryl S-100, Concavalina A - Sepharose 4B (ConA-Sepharose),
Sepharose CL-6B, DEAE-Sepharose CL-6B fueron obtenidos de Pharmacia Biotech, como
asi también las columnas PD-10, los patrones de proteina de bajo peso molecular (14,4 a 94
kDa) para electroforesis, los anfolitos para isoelectroenfoque (IEF) en el rango pH 2,5-5,0
(Pharmalyte) y los patrones de bajo pl (3,6 a 9,3).

La 2,4-pentanodiona (acetil acetona, A 3511) y la alcohol oxidasa de Pichia pastoris
(A 2404) fueron de Sigma.

El porcentaje de acido galacturénico se determind por el método de mhdf
(Blumenkrantz and Asboe-Hansen G., 1973) y el de pentosas por el del orcinol (Herbert et al.,
1971). El porcentaje de humedad se determind a 60°C para evitar la degradacion térmica de la
pectina.

La determinacion del GM de las pectinas se llevd a cabo por el método titulométrico
(Singthong et al., 2004). Para ello se disolvieron 500 mg de pectina en 100 ml de agua
destilada. A dicha solucion se le agregaron 3 gotas de fenolftaleina y se titul6 con NaOH 0,1
N (V inicial). Luego se agregaron 10 ml de NaOH 0,5 N y se incubd a temperatura ambiente
durante 15 min (desesterificacion quimica de la pectina). El NaOH remanente se neutralizé
con HCI 0,5 N. Finalmente, se realizd una segunda titulacion con NaOH 0,1 N (V final). El
GM se calcul6 de la siguiente manera:

oM @) =| —vMmal 1100
Vfinal +Vinicial

4.3.2 Pectinesterasa comercial

Se utilizaron 2 PE comerciales, a saber: una (de origen fingico) de Aspergillus
aculeatus (Novoshape, Novo Nordisk, Denmark) y otra (de origen vegetal) de cascara naranja

(P 5400, Sigma).
4.3.3 Condiciones de cultivo

Se realizé un cultivo liquido de 42 h de A. kawachii en un medio con pectina citrica,

triptona y sales en las condiciones descriptas en el capitulo 2, en frascos agitados. La
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concentracion de la pectina y triptona fueron de 5,0 y 2,5 g/, respectivamente y el pH inicial

4,0. Este fue el material de partida para la purificacion de la PE.
4.3.4 Purificacion de la PE

Todos los procedimientos de cromatografia en columna se realizaron utilizando un
equipo AKTA-FPLC (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden) a temperatura ambiente. Las
etapas del proceso de purificacion se describen a continuacion:

Aislamiento primario: Se procesaron en total de 2,8 litros de medio. La biomasa y los
solidos en suspension se separaron mediante filtracion a través de tela (voile de nylon) y
posterior centrifugacion (6.000 x g, 10 min, 4°C). El sobrenadante se llevo a pH 5,0 con HCI
0,5 N y se concentrd por evaporacion a presion reducida utilizando un rotavapor (Biichi,
Suiza) a 42°C. Posteriormente, las proteinas del medio concentrado se precipitaron con
acetona en una relacion 1:2,5 (medio:acetona) a 4°C durante 6 h con agitacion continua. El
precipitado obtenido se separd por centrifugacion a 6000 X% g durante 20 min,
resuspendiéndose finalmente en BAcNa, pH 5,0. Para clarificar la solucion resultante, la
misma se filtré a través de membranas de fibra de vidrio borosilicato (@ = 47 mm, didmetro
nominal de poro: 0,45 um, GI5WP04700, Osmonics™) en un sistema de filtracion por vacio.
Estas membranas contienen una resina acrilica como ligante (binder) segiin informacion
técnica del fabricante.

Desalinizado I: La solucion de proteina clarificada se paso por una columna G-25 (1,6
x 70 cm) con 90 ml de gel equilibrada con buffer citrato de sodio (20 mM, pH 3,0). El caudal
de elucion fue de 1 ml/min y el volumen de fraccion recolectado fue de 10 ml.

Cromatografia de intercambio catidnico (CIC) I: Las fracciones recolectadas de G-25
con actividad PE se juntaron en un pool comun y se aplicaron a la columna Sepharose-SP (2,6
x 15 ecm) con 60 ml de relleno, equilibrada con buffer citrato de sodio (20 mM, pH 3,0). Bajo
estas condiciones la actividad PE se adsorbid a la columna. La elucion se llevd a cabo
mediante un gradiente de NaCl, de 0 a 0,5 M en buffer citrato de sodio (20 mM, pH 3,0),
equivalente a 2 volimenes de columna con un caudal de 5 ml/min. El volumen de fraccién
recolectada fue de 5 ml.

Desalinizado Il: Las fracciones con actividad PE provenientes de la CIC I, se
combinaron y el pool resultante se desaliniz6 mediante la columna G-25 equilibrada con

BNaAc (20 mM, pH 5,0).
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Cromatografia de intercambio aniénico (CIA): El eluido de la CIC I desalinizado se
aplico a una columna de Sepharose Q (2,6 x 10 cm) con 50 ml de relleno, equilibrada con
BNaAc (20 mM, pH 5,0). En esta condicion, la actividad PE se adsorbi6 a la columna siendo
la misma eluida con un gradiente de NaCl (0 a 0,5 M) en BNaAc (20 mM, pH: 5,0). Las
fracciones colectadas fueron de 3 ml.

Desalinizado Il1l: Las fracciones con actividad PE provenientes de la CIA, se
combinaron y el pool resultante se desaliniz6 mediante la columna G-25 equilibrada con
buffer citrato de Na (20 mM, pH 3,0).

Cromatografia de intercambio cationico Il (CIC II): La solucion del desalinizado III se
aplico nuevamente a la columna Sepharose-SP, pero en esta oportunidad, la actividad
adsorbida se eluyd con un gradiente lineal expandido de NaCl (0,1 M a 0,25 M) en buffer
citrato de Na (20 mM, pH 3,0), utilizando 3 volimenes de columna.

Dialisis: Las fracciones con actividad PE del CIC II se juntaron y dializaron por 24 h
en BNaAc (5,0 mM, pH: 5,0). El dializado se distribuy6 en pequeiios volumenes y se liofilizo
(Liofilizador Rificor L-3, Argentina). Cuando fue necesario, el liofilizado se resuspendioé en

agua deionizada y se conservé (por no mas de 48 h) a 4°C hasta su utilizacion.

4.3.5 Técnicas analiticas y bioquimicas
4.3.5.1 Técnicas de medida de actividad pectinesterasa

4.3.5.1.1 Técnica de verde de bromocresol

La determinaciéon de la presencia de actividad PE se realizdo mediante la técnica del
verde de bromocresol (VB). Para ello, se mezclé 800 pl de una solucién al 0,5 % de pectina
citrica (GM 53) conteniendo VB al 0,017 % con 20 pl de solucién de enzima, ajustada a pH 5,
en la celda del espectrofotometro (Beckman DU 640, EE.UU.). Se determind la disminucioén

de absorbancia de la mezcla de reaccion a 617 nm, a 37°C, durante 5-15 min (Vilarifio et al.,

1993).
4.3.5.1.2 Técnica de alcohol oxidasa

La actividad de PE se cuantifico utilizando solucion al 0,5 % de pectina citrica (P
9135, Sigma) en BCP ajustada al pH en estudio. Se utiliz6 190 ul de pectina al 0,5 % en BCP

al pH deseado, se agreg6 10 ul de solucion de enzima y se incubd a 37°C durante 30 min. El
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metanol liberado en la mezcla de reaccion se cuantificd por el método de la alcohol oxidasa
(AO) (Klavons and Bennett, 1986) segun se detalla a continuacion.

La reaccion enzimatica se detiene mediante el agregado de buffer Tris-HCI pH 9,0
para llevar a pH 7,0, luego se agregan 300 pl de solucion de AO (conteniendo 0,66 U/ml) y se
incuba a 25°C durante 20 min. El formaldehido liberado se revela mediante el agregado de
500 pl de soluciéon de 2,4-pentanodiona (20 mM) en acetato de amonio (2 M) e incubacion
(15 min a 60°C) para formar un producto de condensacién coloreado (3,5-diacetil-1,4-
dihidro-2,6-metilpiridina). Se deja enfriar a temperatura ambiente y se lee la absorbancia a
412 nm. Como patron se utiliza una curva de calibracion de metanol en el rango de 0 a 10
mM.

La unidad de actividad PE se define como la cantidad de enzima capaz de liberar un

umol de metanol por minuto en las condiciones de reaccion establecidas.
4.3.5.2 Determinacion de proteinas
Las proteinas solubles se determinaron segun la técnica de Lowry (Lowry et al., 1951).

4.3.5.3 Técnicas electroforéticas

4.3.5.3.1 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

El analisis mediante SDS-PAGE se realizo utilizando la unidad Mighty Small II
(Hoefer SE 260, Amersham) de acuerdo a las condiciones de corrida descriptas por Smith
(Smith, 1984). La tincién de las bandas se realizo tanto con Azul Brillante de Coomassie o
bien con plata dependiendo de la sensibilidad requerida. Para la determinacion del PM se

utilizaron patrones de bajo PM conteniendo proteinas en el rango de 14,4 a 94,0 kDa (Sigma).
4.3.5.3.2 Electroforesis nativa de proteinas

Se sigui6 el procedimiento descripto anteriormente sin hervir las muestras, aboliendo

el empleo de SDS y B-mercaptoetanol.
4.3.5.3.3 Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque (IEF) se llevd a cabo utilizando el sistema Multiphor II
(Amersham) a 8°C. El gel se prepar6 con anfolitos adecuados para el rango de pH 3-10, segtin
las indicaciones del fabricante. Como buffer catddico se utilizé una solucion de H,SO4 (0,1

M) y como buffer andédico una solucion de NaOH (0,1 M). Los patrones de pl
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correspondieron al rango de pH 3,6 a 9,3. Para visualizar las bandas del IEF, el gel se tifi6 con

azul de Coomassie.
4.3.5.4 Cromatoenfoque

El cromatoenfoque (CE) es una cromatografia de intercambio idnico en la cual la
muestra adsorbida se eluye por cambios de pH. En el CE anionico, las proteinas se adsorben a
la columna a valores de pH mayores que su pl y luego se desorben mediante la elucion con un
gradiente descendiente de pH. En nuestro caso, el CE se realizé utilizando una columna mono
P (intercambiador anidnico débil). Para la primer corrida se utilizdo como buffer de inicio bis-
Tris-HCI (0,025 M, pH 6,3) y como eluyente polibuffer 74® (Amersham) diluido 1/10 a pH
4,0. La segunda corrida se realiz6 en las mismas condiciones que la anterior pero se utilizd
como eluyente polibuffer 74® diluido 1/10 a pH 3,0. La columna se lavdo con NaOH 5,0 M
(1-2 ml) previamente a ser equilibrada con el buffer de inicio. La cantidad de muestra

inyectada fue de 0,5-2,0 ml y el gradiente se efectué con un caudal de 1 ml/min.
4.3.5.5 Zimograma

Se colocd un gel de agarosa al 1,0 % conteniendo pectina al 0,1 % en BCP, pH 5,0,
sobre el gel nativo o el IEF y se incub6 a 37°C durante 1 h. Transcurrido dicho lapso, el gel de
agarosa/pectina se lavd varias veces con agua destilada y se tifid con rojo de rutenio al 0,02 %.
Luego se procedié a la decoloracion con agua destilada hasta la aparicion de las bandas
reveladoras de actividad PE sobre la pectina. Toda la operacion se realizo siguiendo la técnica

de Ried, con modificaciones (Ried and Collmer, 1985).
4.3.5.6 Determinacion de PM mediante cromatografia de exclusion molecular (CEM)

Para la determinacion del PM de la PE mediante CEM se utilizé la columna Sephacryl
S100 (XK16/70) equilibrada con BNaAc, pH 5,0, conteniendo 0,15 M de NaCl. El volumen
de muestra inyectado fue de 0,5 ml y el caudal 1,0 ml/min. Se colectaron fracciones de 10 ml.
Para la calibracion de la columna se emplearon patrones de bajo PM (13,7 a 67,0 kDa). Para
la determinacién del volumen total (Vt) y del muerto (Vo) se utilizaron CoCl, y azul
dextrano, respectivamente. La recta de calibracion se obtuvo graficando Kav [(Ve-Vo)/(Vt-
Vo)] en funcion del log PM. El Kav relaciona el volumen de elusion (Ve) de una molécula
con el volumen total disponible. Para el calculo del PM mediante regresion lineal se utilizo el

programa estadistico MINITAB.
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4.3.5.7 Determinacion de glicosilacion

La posible glicosilacion de la PE se determindé mediante un ensayo de adsorcion a
Concavalina A-Sepharosa. La matriz de afinidad se carg6 en una columna de 5 ml (HR 5/10)
siendo acondicionada de acuerdo al protocolo descrito por Raab (Raab, 1992). Una vez
inyectada la muestra (500 pl), la columna se lavo con 10 ml del buffer de equilibrio y luego
con BAcNa (0,1 M, pH 5,5) conteniendo a-metil-manosido 0,5 M. Las fracciones colectadas

fueron de 1 ml.
4.3.6 Propiedades de la enzima

4.3.6.1 Estabilidad térmica

La estabilidad de la PE se determin6 incubando 4,3 pg de PE purificada en BCP, pH
5,0, durante 1 h a diferentes temperaturas en el rango de 40°C a 80°C. Transcurrido dicho
tiempo, la muestra de enzima se enfrid en bafo de hielo-agua y la actividad residual se

determind mediante la técnica del VB.
4.3.6.2 pH optimo

El pH 6ptimo de la PE se determiné utilizando 0,5 % de pectina citrica (GM 53 %) en
BCP en el rango de pH 2,0 a 6,0 a 37°C. EI BCP se llevo a pH 6,0 con NaOH y luego se
disminuy6 el pH con HCI a cada uno de los pHs de medida. La actividad se determind

empleando la técnica de la alcohol oxidasa.
4.3.6.3 Estabilidad al pH

Para estudiar de la estabilidad al pH se colocaron 8,7 pg de PE en BCP (rango de pH
2,0 a 5,0, volumen final 100 pl), a 37°C durante 60 min a cada pH. Cumplido dicho tiempo,
las muestras fueron rapidamente enfriadas en bafio de hielo, mezcladas con 100 pul de BCP,
pH 5,0. La actividad residual fue determinada utilizando la técnica del VB. Para determinar la
reversibilidad de la actividad PE luego de la incubacion a distintos pHs, cada una de las
fracciones de la enzima preincubada a cada pH fue llevada a pH 5,0, durante 1 h a 37°C.
Luego de transcurrido dicho tiempo se midi6 la actividad residual. También se determind la
cinética de inactivacion a pH 2,5 (valor cercano al del pH del jugo de limoén: ~ 2,6) de las PEs
de A. kawachii y de A. aculeatus. Las muestras fueron tomadas cada 30 min, llevadas a pH
5,0 para seguidamente determinar la actividad residual por la técnica del VB. El tiempo total

de incubacion fue de 2 h.
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Se estudio el efecto de algunas sustancias representativas presentes en el jugo de limon
sobre la estabilidad de PE. Las PE de A. kawachii y de A. aculeatus se incubaron durante 1 h a
pH 2.5 con cada una de las siguientes sustancias, todas presentes en concentraciones similares
en el jugo de limén: albumina (como equivalente de las proteinas del jugo) 1 g/, glucosa 5
g/1, fructosa 9 g/l, sacarosa 2 g/, pectina 5 g/l y acido citrico 40 g/l. El efecto total de todos
los componentes del jugo de limoén real se determin6d mediante incubacion de la PE en jugo de
limén obtenido en el laboratorio mediante un exprimidor de pifia fija a partir de limones
comerciales (Citrus limon var. Lisbon). El jugo de limon obtenido fue filtrado por tela (voile

de nylon) para eliminar remanentes de pulpa en suspension y utilizado inmediatamente.
4.3.6.4 Clarificacion de jugo de limon

Los ensayos se realizaron sobre jugo de limon obtenido como se detall6 anteriormente.
Las enzimas evaluadas fueron una muestra purificada de la PE de A. kawachii y un preparado

comercial desalado de A. aculeatus a modo de comparacion.

Sobre 100 ml de jugo se adicionaron 100 pl de cada una de las soluciones enzimaticas
con 3,38 mU/ml en ambos casos, equivalentes a 100 pg/ml de proteina (PE de A. aculeatus) y
a 37 pg/ml de proteina (PE de A. kawachii). Las clarificaciones se realizaron a 37°C durante
24 h. Las muestras se centrifugaron a 365 x g, 10 min en un tubo cénico graduado de 10 ml.
La evolucion de la clarificacion se llevé a cabo tanto por medida de la transmitancia a 650 del

sobrenadante como por medida del volumen del sedimento (%) luego de centrifugar.

4.3.6.5 Efecto de diferentes cationes en la actividad PE

Para estudiar el efecto de los cationes en la actividad PE, el sustrato (pectina citrica,
GM 53) al 0,5 % se dializo frente a agua destilada y posteriormente se agregd cantidad
suficiente de NaOH 0,5 M hasta alcanzar pH 5,0. Luego se incorpord cada cation a ensayar en
la mezcla de reaccion (concentracion final, 0,1 mM). Los cationes ensayados individualmente
(v las sales utilizadas en cada caso) fueron: Na* (NaCl), K™ (KCl), Mg™ (MgCl,-6H,0), Ca™
(CaCl,2H,0), Cu™ (CuSO45H,0), Mn™ (MnCl-4H,0), Zn™ (ZnSO47H,0), Fe®
(FeCl3:6H,0) y un testigo sin el agregado de cation. La actividad se determind mediante la

técnica de VB.
4.3.6.6 Determinacion de parametros cinéticos

La determinacion de los parametros cinéticos Vmax y Km sobre pectina citrica (GM

53 %) se realizé6 en BCP, al pH 6ptimo, a 37°C, utilizando concentraciones de sustrato en el

114



Pectinesterasa de A. kawachii

rango de 1 a 20 mg/ml. El metanol liberado se determind mediante el método enzimatico de la
AO. El ajuste al modelo de Michaelis-Menten se verific6 mediante regresion no lineal
utilizando el programa MINITAB o Sigma Plot. Para la comparacion de las curvas del modelo

entre diferentes enzimas se utilizo el test F.
4.3.7 Modo de accion

La PE purificada de A. kawachii se utilizo para desesterificar pectina en paralelo con 2
PE comerciales (de A. aculeatus y de cascara de naranja). Previamente a su utilizacion ambas
PE comerciales fueron desaladas mediante una columna PD-10 en BCP, pHs 5,0 y 7,0,

respectivamente.
4.3.7.1 Desesterificacion enzimatica de la pectina citrica

Se llevo a cabo la desesterificacion enzimatica continua con 20 ml de solucién de
pectina citrica de alto metoxilo (al 0,5 %) a 37°C en un reactor termostatizado con agitacion
hasta alcanzar el GM deseado. La desesterificacion se llevo a cabo a pH 5,0 (PE de A.
aculeatus y de A. kawachii) y a pH 7 (PE de naranja). El pH de la mezcla de reaccion se
midi6 mediante pHmetro. El pH se mantuvo constante (pH requerido + 0,1 Unidad) con el
agregado de NaOH 0,1 N. Concluida la desesterificacion la solucion de pectina resultante se
calentd6 a 100°C durante 5 min para inactivar las enzimas. En los 3 casos se prolongo la
reaccion de desesterificacion de modo de alcanzar un GM similar con el objetivo de comparar
las propiedades de las pectinas desesterificadas. Se denominaran P Aa, P Ak y P Na a las
pectinas desesterificadas con las PEs de A. aculeatus, de A. kawachii y de naranja,

respectivamente.
4.3.7.2 Determinacion del grado de metoxilacion de las pectinas

El GM de las pectinas antes y después de la desesterificacion enzimatica se determin6

por el método titulométrico descripto anteriormente.
4.3.7.3 Andlisis de las pectinas desesterificadas

Se llevaron a cabo 2 tipos de cromatografias para analizar las 3 pectinas
desesterificadas: exclusion molecular e intercambio anidnico, ambas a temperatura ambiente,
a saber:

Cromatografia de exclusion molecular: se llevo a cabo en una columna Sepharose CL-
6B (XK 16/70) equilibrada con buffer succinato de sodio (0,1 M, pH 4,5) con la adicién de

azida de sodio (0,02 %) como conservante. Se inyectaron 6 ml de la solucion de pectina
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desesterificada, previamente filtrada a través de membrana de acetato de celulosa de 0,45 pm
de didmetro de poro. El caudal de elucion fue de 1 ml/min y el volumen de fraccion
recolectado fue de 5 ml.

Cromatografia de intercambio ionico: se utilizo una columna DEAE-Sepharose CL-
6B (XK 26/15), equilibrada con buffer succinato de sodio (0,05 M, pH 4,5) con azida de sodio
(0,02 %). Se inyectaron 8 ml de la solucion de pectina desesterificada, previamente filtrada.
La columna se lavo con 50 ml de buffer y el material retenido se eluyd con un gradiente lineal
de NaCl (0 a 0,4 M, en 10 volimenes de columna, 500 ml). El caudal de elucion fue de 8

ml/min y el volumen de fraccion recolectado fue de 10 ml.
4.3.7.4 Determinaciones analiticas

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Se determin6 colorimétricamte
acido galacturénico (AGA) y azlcares neutros (expresados como arabinosa) por el método de
mhdf (Blumenkrantz and Asboe-Hansen G., 1973) y orcinol (Herbert et al., 1971),

respectivamente.
4.3.8 Anélisis de huellas peptidicas

Para llevar a cabo dicho analisis se procedié a una digestion triptica in situ de las
proteinas separadas por electroforesis (SDS-PAGE), coloreadas por la técnica de Azul de
Coomassie coloidal. Las bandas se seleccionaron por el desarrollo de la actividad enzimatica
a través de un zimograma, se cortaron y almacenaron en tubos Eppendorf para su
procesamiento. Se lavaron con agua MilliQ y acetonitrilo varias veces alternativamente hasta
lograr su decoloracion. Posteriormente se secaron a presion reducida. Se agregd ditiotreitol e
iodoacetamida en NH4HCO3 con el fin de bloquear y reducir el sitio activo de la enzima. La
digestion se realizé con tripsina en buffer NH4HCO; (100 mM, pH 7,8) durante 12 h, a 37°C.
Los productos de degradacion se disolvieron en &cido trifluoroacético (0,1 %, v/v), y se
analizaron por MALDI-TOF MS mediante Espectrometro de masa MALDI TOF/TOF
(Analizer 4800, Applied Biosystems, Framingham, EE.UU.).

4.4 Resultados y Discusién

4.4.1 Caracteristicas de las pectinas

En la Tabla 4.1 se resumen las caracteristicas principales de las pectinas utilizadas
durante el desarrollo del capitulo. Los resultados de los pardmetros analizados son similares a

los encontrados en las especificaciones del proveedor.

116



Pectinesterasa de A. kawachii

Tabla 4.1: Caracterizacion de las pectinas utilizadas.

Pectina Pectina
(GM medio) (GM alto)

Proveedor Sigma Sigma
Origen Citrica Citrica
Acido galacturénico (%)* 84,5 83,0
Pentosas (%)* 15,1 26,8
Grado de esterificacion (%) 56,9 87,3
Humedad (%) 11,5 7,9

* Expresados en base seca.

4.4.2 Pectinesterasa comercial

La PE comercial de A. aculeatus utilizada corresponde a mas del 99 % de la proteina
encontrada en SDS-PAGE realizado, como se puede observar en la Fig. 4.1. Esta enzima se
utiliz6 para comparar sus caracteristicas bioquimicas, cinéticas y modo de accion sobre
pectina respecto de la PE purificada de A. kawachii. El peso molecular por SDS-PAGE
resultd de 40 kDa comparable a la reportada por Christgau de 43 kDa (Christgau et al., 1996).

Figura 4.1 Analisis por SDS-PAGE de la PE de A. aculeatus. Calle 1: 3 pg de proteina desalada (PD-
10, BCP, pH 5,0). Calle 2: Patrones de bajo peso molecular. Tincion: Azul Brillante de Coomassie.

4.4.3 Purificacion de PE de A. kawachii

Los cultivos de A. kawachii utilizando pectina citrica como FCE fueron seleccionados

como material de partida para la purificacion de la PE. En este medio el hongo produjo una
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actividad de PE similar a la obtenida en el medio con pomaza de limén, pero con una menor
concentracion de proteina total (mayor actividad especifica de PE) y menor actividad de otras
enzimas interferentes.

Los primeros ensayos orientadores de la capacidad de PE de unirse a rellenos
hidrofébicos fueron realizados utilizando pequenas columnas de 1 ml de volumen (HiTrap
HIC Selection Kit, Pharmacia). En ellos se demostréo que la actividad PE no se adsorbe a
rellenos hidrofobicas (i.e. Phenyl-Sepharose) incluso a fuerzas ionicas elevadas (1,8 M de
(NH4),S0O,). Por el contrario, la enzima puede ser retenida por rellenos de intercambio i6nico
segin el pH de trabajo. Por lo tanto, la purificacion de PE se bas6 en separaciones
cromatograficas usando intercambiadores i0nicos.

La primera estrategia de purificacion de PE se llevo a cabo utilizando 2 cromatografias
consecutivas, primero una de intercambio anidnico (Sepharose Q) seguida de otra de
intercambio cationico (Sepharose SP). No se brindan mayores detalles de este protocolo ya
que no resultd en la purificacion total de la PE. Sin embargo, el mismo fue altamente selectivo
ya que se obtuvo una importante limpieza del material de partida y permiti6 la eliminacion de
las demds actividades enzimaticas producidas por el hongo (actividades de PGasa, PeL,
ARFasa, B-gal, B-fucosidasa, o-Ram, AGasa, ARAasa y GALasa negativas en el extracto
final) con un buen rendimiento en PE. El producto final obtenido mediante este procedimiento
resulté de utilidad para la determinacion de las propiedades de la PE en las cuales no es
necesario utilizar una PE completamente purificada pero si libre de actividades enzimaticas
contaminantes capaces de atacar la pectina.

La purificacion completa de la PE se alcanz6 mediante una estrategia diferente. En este
caso, se parti6 de ~ 2,8 1 de medio filtrado utilizando el procedimiento que se detalla en la Fig.
4.2. Como resultado del mismo se obtuvo finalmente una muestra homogénea de proteina

segun lo demuestran los analisis realizados tanto por SDS-PAGE como por IEF.
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Cultivo medio liquido (42 h.)
FCE: Pectina

Filtracion
Centrifugacion

Rotavapor: 6 h, 30°C.
Pptacion: Acetona, 6 h, 0°C

Desalado en G-25
20 mM Cit Na, pH 3

SP 20 mM Cit Na, pH: 3
5 ml/min, V: 0-0,5 M NaCl

Desalado en G-25
20 mM AcNa, pH: 5

Q 20 mM AcB, pH: 5
3 ml/min, V: 0-0,5 M NaCl

Desalado en G-25
20 mM Cit Na, pH 3

\/\/\/\/

SP 20 mM Cit Na, pH: 3.
5 mi/imin V: 0,1-0,25 M NaCl

Figura 4.2 Esquema de purificacion de PE de A. kawachii. Cit: citrato.

La primera etapa del proceso consistié en la separacion de la biomasa fungica del
cultivo mediante filtracion a través de tela y posterior centrifugacion para eliminar particulas
menores sedimentables. El sobrenadante fue seguidamente concentrado (~ 20 X) a presion
reducida en evaporador rotatorio a 30°C sin pérdida significativa de la actividad (97 % de
recuperacion). Por el contrario, en la etapa siguiente de precipitacidon con acetona, el
porcentaje de recuperacion fue bajo (58 %) y la solucion obtenida resultd ser coloreada, es
decir esta etapa no elimino los contaminantes coloreados del medio. El precipitado obtenido
luego del agregado de acetona presentd un aspecto pastoso, siendo de dificil redisolucion en
BAcNa (20 mM, pH 5,0) quedando un residuo insoluble atn luego de 12 h de agitacion en
frio. Es muy probable que una parte substancial de la actividad enzimatica perdida en esta
etapa quede retenida en el residuo insoluble. Alternativamente, se ensayo la precipitacion con
(NH4),SO4. En este caso, y dada la escasa hidrofobicidad de la proteina, la cantidad de
(NH4)2SO4 necesaria para precipitarla es muy cercana a la de saturacion. Ademas, no se
observé una precipitacion significativa de proteinas contaminantes remanentes en la secuencia

de concentraciones crecientes de (NHy4),SO4, por lo que tampoco se lograba un aumento en la
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actividad especifica. Por estas razones, se prefiri6 seguir con las siguientes etapas de
purificacion utilizando el material proveniente de la precipitacion con acetona.

La columna de tamiz molecular G-25 (equilibrada con el buffer de la cromatografia
cationica) resultd efectiva para eliminar contaminantes coloreados, que resultaron ser de bajo
PM. La columna G-25 también elimin6 parte de los productos de degradacion de la pectina,
que eluyeron junto con los compuestos coloreados y las sales. En la Fig. 4.3 puede observarse
el patron de elucion tipico del precipitado con acetona en la columna G-25. Se pueden
observar 2 fracciones que absorben en el UV. La primera correspondi6 a la fraccion proteica
acompafiada por componentes coloreados del medio de cultivo producida por A. kawachii,
con muy baja conductividad. La segunda fraccion, que se acompaiid por un pico de
conductividad, correspondi6 a productos de degradacion de la pectina e iones, componentes
del medio de cultivo concentrados durante los procesos previos (rotavapor y acetona). Cabe
destacar que la dialisis fue descartada porque se observd que la membrana era atacada por

celulasas producidas por A. kawachii en este medio de cultivo.
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Figura 4.3 Perfil de elucion del precipitado acetonico del cultivo de A. kawachii en cromatografia de
exclusion. Se utilizo un relleno G25 (columna XK 26/70 con 90 ml de gel). Buffer: citrato de Na (20
mM, pH: 3,0). Caudal: 1 ml/min. Volumen de fraccion recolectada: 10 ml. La actividad PE se
encuentra en el primer pico de elucion junto al pool proteico. Linea azul: absorbancia a 280 nm. Linea
verde: conductividad. Registro obtenido por el sistema operativo del cromatdgrafo.

El proceso de purificacion se continué mediante cromatografias ionicas sucesivas:
cationica (CIC 1), anionica (CIA) y cationica expandida CIC II). En las corridas
cromatograficas CIC I y CIA (Fig. 4.4), la PE eluy6 como un pico Unico a una concentracion
de 0,27 M de NaCl en la cromatografia con Sepharose-SP y a 0,31 M de NaCl en la
cromatografia con Sepharose-Q. Dadas las condiciones bajo las cuales se adsorbid la

actividad PE a las columnas, era de esperar que el pl de la enzima estuviera comprendido
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entre 3 y 5, suposicion que fue posteriormente confirmada. Finalmente, se realiz6é una nueva
corrida con la columna se intercambio cationico, pero esta vez acotando el gradiente de NaCl
entre 0,1 y 0,25 M. Las fracciones correspondientes al Unico pico con actividad PE se
dializaron y liofilizaron para su posterior caracterizacion y uso. Cabe destacar que el proceso

de liofilizacion no condujo a una pérdida detectable en la actividad enzimatica.
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Figura 4.4 Cromatografias de intercambio i6nico empleadas en la purificacion de PE de A. kawachii.
CIC I: Sepharose-SP (2,6 x 15 ¢cm) con 60 ml de relleno, equilibrada con citrato de Na (20 mM, pH
3,0). Se aplico un gradiente de NaCl, de 0 a 0,5 M en buffer (2 volimenes de columna), con un caudal
de 5 ml/min. Volumen de fraccion recolectada: 5 ml.
CIA: El eluido de la CIC I desalinizado se aplic6 a una columna de Sepharose Q (2,6 x 10 cm) con 50
ml de relleno, equilibrada con acetato de Na (20 mM, pH: 5,0). Se eluy6 con un gradiente de NaCl (0 a
0,5 M) en el mismo buffer de equilibrio. Volumen de fraccion: 3 ml.
CIC II: El eluido de CIA se aplico a la columna Sepharose-SP, se utilizé un gradiente lineal expandido
de NaCl (0,1 M a 0,25 M) en citrato de Na (20 mM, pH 3,0), utilizando 3 volimenes de columna.
Volumen de fraccion: 5 ml.

Los perfiles de elucién de las cromatografias mostraron un unico pico con una
distribucion simétrica de la actividad. Esta caracteristica también se encontré para la PE de A.
niger (Maldonado et al., 1994), A. foetidus (Kilara, 1982), Clostridium multifermentans
(Miller and Macmillan, 1970) y papaya (Lourenco and Cabutani, 1984), mientras que
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Trichoderma reesei (Markovic et al., 1985), Botrytis cinerea (Marcus and Schefter, 1983) y
Phytophthora infestans (Foster and Rasched, 1985) mostraron dos picos de actividad.

En la Tabla 4.2 se muestra el detalle de las diferentes etapas de purificacion de la
enzima. En la fraccion final de purificacion no se detectd ni actividad PGasa ni otras
actividades pectoliticas presentes en el extracto crudo. Sin embargo, el rendimiento del
procedimiento de purificacion fue bajo. Es conocido que los Aspergillus producen varias
enzimas pectoliticas, con propiedades cromatograficas similares (Maldonado et al.,
1986;Maldonado et al., 1989b;Maldonado et al., 1989a;Maldonado et al., 1994), lo cual
dificulta el proceso de purificacion conduciendo a bajos rendimientos finales. Entonces, una
forma de eliminar contaminantes durante los pasos cromatograficos sucesivos, fue seleccionar
solo las fracciones con maxima actividad de PE. Como consecuencia, el rendimiento final de
purificacion resulté menor de lo esperado. El rendimiento final fue de 100 pg de proteina, que
representd menos del 0,001 % de la proteina total originalmente presente en el cultivo. La
recuperacion en términos de actividad fue del 4,4 %. La actividad especifica fue de 124 U/mg
proteina (método AO, condicidn estandar). La enzima resulto estable a la liofilizacion y al

congelamiento-descongelamiento.

Tabla 4.2. Resumen de la purificacion de la PE de A. kawachii.

Actividad

Etapa de' ’ Actividad total  Proteina total especifica Recuperaciéon  Purificacion
purificacion (8)] (mg) (U/mg) (%) )
Cultivo 380,1 7792,1 0,03 100 1
Rotavapor 221,2 7383,1 0,64 97 1
Acetona 133,7 99,9 1,34 58 27

G25 154,2 29,8 5,0 67 106
SP-Desalado 67,4 8,9 7,57 30 155
Q-Desalado 54,0 1,9 28,10 24 576
SPexp-Desalado 16,9 0,1 123,8 7 2537

La muestra final obtenida mostr6 homogeneidad en SDS-PAGE (Fig. 4.5 A). Del
mismo modo, el gel nativo de la muestra purificada mostrd una tnica banda, la cual como era
de esperar, present6 actividad PE como lo demuestra el zimograna (Fig. 4.5 B).

Resulta importante mencionar que se intentaron otras estrategias de purificacion

utilizando intercambiadores tipo IMAC (cromatografia de afinidad por metales
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inmovilizados), donde otras enzimas pécticas si se retienen y se purifican practicamente en un
solo paso (Navarro del Cafizo et al., 1994). En nuestro caso, la enzima tampoco se retuvo,
razén por la cual la estrategia de purificacion se centrd en intercambios i6nicos, como se

detall6 previamente.

Figura 4.5 SDS —PAGE y PAGE con zimograma de la PE de A. kawachii.

A: Analisis por SDS-PAGE de la purificacion de PE: Calle 1: Marcadores de bajo peso molecular.
Calle 2: Precipitado con acetona (siembra 15 pg de proteina). Calle 3: SP-Sepharose, CIC I (12 pg de
proteina). Calle 4: Q-Sepharose, CIA (12 pg de proteina). Calle 5: SP-Sepharose expandida, CIC II (3
ug de proteina).

B: Gel nativo y zimograma del gel nativo: El gel nativo se superpuso con un gel de agarosa al 2 %
conteniendo 0,5 % de pectina en BCP, pH: 5,0, y se incubd a 37°C por 1 h. Luego se tifid con rojo de
rutenio al 0,02 %. E1 PAGE se tifio con AgNO;.

El PM de la PE purificada de A. kawachii, calculado por SDS-PAGE se estim6 en
44,53 £ 1,12 kDa (Fig 4.5A) en tanto que el obtenido del tamiz molecular con Sephacryl S-
100 fue de 53,95 + 1,25 kDa. Estas diferencias pueden deberse a una adsorcion inespecifica
de la enzima al Sephacryl que sobreestima el PM. Es dable mencionar que todos los PM
reportados para PE fungicas fueron determinados mediante SDS-PAGE y no por tamiz
molecular. Por lo tanto, la diferencia antes mencionada no puede ser comparada. La PE de A.
kawachii presentd un PM similar, determinados por SDS-PAGE, al de otras PEs fungicas. Por
ejemplo, la PE de A. aculeatus presentdo un PM de 43 kDa (Christgau et al., 1996), las 2 PEs
de A. japonicus presentaron un PM de 46 y de 47 kDa (Semenova et al., 2003) y finalmente la
de A. oryzae (Kitamoto et al., 1999) presenté un PM de 38,5 kDa. Las PEs de otros origenes,
tales como vegetal (citricos) y de insectos (gorgojo de arroz) presentaron un PM en el rango
de 36 a 38 kDa (Christensen et al., 1998;Rillo et al., 1992;Shen et al., 1999). Es interesante

resaltar que en ninguno de los casos se ha reportado la presencia de multimeros para PE. Se
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puede concluir que la PE de A. kawachii es una proteina monomérica de modo similar a las
demas PEs.

El IEF confirmo la homogeneidad de la muestra purificada con una sola banda con
actividad PE (Fig. 4.6) cuyo pl se estim6 en 3,8 £ 0,1. El mismo valor se obtuvo mediante CE
empleando polibuffer 64 a pH 3,0. En este caso, la PE se recupero en el tubo nimero 34 cuyo
pH resultdé de 3,74, valor coincidente con el encontrado por IEF. Este resultado resultd
concordante con el reportado para otras PEs de origen fungico, como la de A. aculeatus y las
2 PEs de A. japonicus, que presentaron el mismo pl de 3,8 (Christgau et al., 1996;Semenova
et al., 2003).

Entre las lineas 1 y 2 fue sembrada una muestra de PE de A. aculeatus conteniendo 1
ug de proteina (Fig. 4.6). A su vez, entre las lineas 2 y 3 también fue sembrada una muestra
de PE de A. kawachii conteniendo 0,6 pg de proteina. Sin embargo, en ambos casos no se
detectd banda alguna con el azul de Coomassie, pero si se detecté en ambos casos actividad
PE en el zimograma. Esto se atribuy6 a la alta capacidad catalitica de ambas enzimas, que
permitio su visualizacion no por deteccion de la proteina enzimatica en si sino por la
evidencia del producto de su actividad. En otras palabras, bajo las condiciones experimentales

empleadas, y para este caso, el zimograma presentd una mayor sensibilidad que el IEF.

Figura 4.6 IEF de la PE de A. kawachii. Para la visualizacion de la actividad PE, el IEF se cubrio con
un gel de agarosa conteniendo 0,5 % de pectina. Luego se tifid con rojo de rutenio (0,02 % en agua).
Para la determinacion del pl, el IEF se tifio con azul de Coomassie.

Linea 1: Marcadores de pl. Linea 2: PE comercial de A. aculeatus desalada (siembra: 5,0 pg proteina).
Linea 3: PE de A. kawachii purificada (siembra: 3,0 pg proteina).
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La Concavalina A es una proteina (lectina) aislada de leguminosas (Canavalia
ensiformis) con la capacidad de unirse especificamente a glicoproteinas y polisacaridos
conteniendo restos de glucosa y manosa. Ha sido utilizada para evaluar las caracteristicas
glicoproteicas de diversas pectinasas, tales como PGasas tanto de origen vegetal (Stratilova et
al., 1996) como de origen fungico (Raab, 1992; Stratilova et al., 1998). En nuestro caso, se
empled para determinar la posible presencia de una region glicosilada en la molécula de PE.
El ensayo resulto negativo, es decir la enzima no se adsorbio a la columna, lo cual sugiere que
PE no esta glicosilada. Por el contrario, otras PEs reportadas se encuentran glicosiladas, como

la expresada por A. aculeatus y por A. niger (Warren et al., 2002;Christgau et al., 1996).

4.4.4 Determinacion de las propiedades cataliticas de la PE de 4. kawachii

4.4.4.1 Estabilidad térmica

La determinacion de la estabilidad térmica de la PE se realizo6 mediante incubacién de
la enzima purificada, en BCP (pH: 5,0), a diferentes temperaturas y evaluacion de la actividad
residual bajo condiciones estdndar. Como se puede observar (Fig. 4.7) la enzima retuvo el 66
% de la actividad luego de ser incubada a 50°C durante 1 h. A temperaturas mayores la
inactivacion fue total. Estos resultados resultaron similares a los encontrados para la PE de A.
aculeatus, en cuyo caso a 50°C la enzima perdio el ~ 80 % de la actividad y a 60°C la enzima

también se inactiva completamente.
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Figura 4.7 Estabilidad térmica de PE de A. kawachii. Se incubaron 171 pg de proteina/ml de BCP (pH

5,0, 1 h) a cada una de las temperaturas analizadas. Las muestras se colocaron nuevamente en un bafio
hielo-agua y finalmente se determiné la actividad residual por el método de VB.
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4.4.4.2 pH 6ptimo

El pH 6ptimo de la PE se determiné utilizando como sustrato pectina citrica (GM 53
%). La técnica elegida para la cuantificacion de la actividad enzimatica fue la del AO, ya que
la del VB es dependiente del pH, variable aqui analizada. Al igual que otras PEs de Aspergilli,
la actividad se observd en la regioén acida, particularmente a valores de pH comprendidos
entre 2 y 6. El valor del pH 6ptimo encontrado fue de 4,5 (Fig. 4.8). Result6 interesante el
hecho de que el 25 % de la actividad méxima se conserva a pH 2,0, caracteristica que reviste
importancia para el potencial uso de la enzima en la clarificacion de jugo de limoén (con pH
cercano a 2). Los pHs optimos publicados de otras PEs de origen fingico son de 4,6 para A.
aculeatus y de 5,0 para A. niger (Christgau et al., 1996;Maldonado et al., 1994), valores algo
mayores pero comparables al encontrado para la PE de A. kawachii. Los valores de pH 6ptimo
para PEs de otros origenes son mas alcalinos. Por ejemplo, la PE de un insecto (gorgojo de
arroz) muestra un pH o6ptimo en el rango de 6-7 (Shen et al., 1999), 8 para la PE de papaya
(Lim and Chung, 1993) y 9 para la de mandarina (Rillo et al., 1992). EI pH o6ptimo
probablemente se encuentre relacionado con el contexto fisioldgico en el cual cumple su rol

cada una de dichas enzimas.
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Figura 4.8 Efecto del pH en la actividad PE de A. kawachii. Sustrato: 0,5 % pectina citrica (GM 53 %)
en BCP a cada uno de los pHs estudiados. Se determiné la actividad enzimatica por el método de la
AO. Las actividades se expresaron como porcentaje referido a la actividad maxima a pH 4,5.

4.4.4.3 Estabilidad y reversion de la inactivacion a pHs acidos

En este estudio se incubd la PE de A. kawachii a diferentes pHs (2 a 5) durante 60 min
a 37°C y la actividad residual a pH 5,0 se determind tanto de modo inmediato como luego un
periodo de “readaptacion” de 60 min al nuevo pH. De este modo se intentd determinar si el

pH durante la incubacion ocasionaba algun efecto sobre la actividad enzimatica, y en caso
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afirmativo, si el mismo era reversible y qué grado. Simultaneamente, se utilizé a la PE
comercial de A. aculeatus con el mismo fin ya que no se han encontrado reportes
bibliograficos similares sobre dicho estudio, tanto para dicha enzima como para otras PEs
microbianas.

En la Fig. 4.9 se observan los resultados obtenidos tanto de la PE de A. kawachii como
de la de A. aculeatus. Resultd que tanto a pH 2,0 como a pH 3,0 la estabilidad de la PE de A.
kawachii es mayor que la de A. aculeatus. Por ejemplo, los valores de actividad residual
evaluados inmediatamente luego de incubar la enzima a pH 2,0 resultaron de un 39,6 % para
el caso de la PE de A. kawachii frente a un 12,5 % para la de A. aculeatus. No se observan
diferencias en los valores de actividad residual obtenidos cuando dichas enzimas fueron

incubadas a pHs 4,0 y 5,0, valores ambos cercanos a los correspondientes pH 6ptimos.
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Figura 4.9 Estabilidad y reversibilidad al pH de PE de A. kawachii. Estabilidad: se incub6 durante 1 h
a cada uno de los pH a 37°C, se llevé a pH 5,0; se midi6 actividad residual por VB. Reversion: luego
del paso anterior, se incubo 1 h a 37°C, pH 5,0 y se midié nuevamente la actividad remanente. Todas
las actividades se expresaron como porcentaje de la actividad de cada una de las PEs medidas a pH
5,0.

Se estudio la reversion de la pérdida de la actividad ocasionada por el cambio de pH.
Para ello, ambas enzimas preincubadas a los distintos pHs fueron posteriormente incubadas a
pH 5,0 por 1 h a 37°C a los efectos de permitir una readaptacion de la estructura proteica con
la concomitante recuperacion de su actividad a pH 5,0. Asi se observd que la PE de A.
kawachii presenta una mayor actividad, luego del periodo de readaptacion recupera en mayor
grado su actividad original. De este modo, la actividad recuperada es de alrededor de un 20 %

mayor a pHs 2,0 y 3,0 cuando a la enzima se da un tiempo de readaptacion a pH 5,0. Este

resultado confirma que el efecto inactivante del pH acido es parcialmente reversible para la
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PE de A. kawachii. Es muy probable que como A. kawachii es capaz de crecer a valores de pH
muy bajos, y que como PE es una enzima extracelular que debe de actuar y permanecer activa
en dichos pHs, su estructura esté particularmente adaptada a dicho entorno. Como
consecuencia de esta adaptacion, son de esperar los resultados antes mencionados.

La PE de A. aculeatus mostr6 un comportamiento diferente. En este caso la actividad
residual luego del periodo de readaptacién a pH 5,0 fue menor que la determinada de modo
inmediato. De este modo, cuando la enzima fue preincubada a pH 2,0 se observd una
actividad residual de 12,5 % cuando se la evalu6 inmediatamente y del 8,3 luego del periodo
de readaptacion. En este caso, pareciera que el efecto inactivante del bajo pH no se revierte al
aumentar el mismo; mas aun, pareciera que dicho efecto continia aunque el pH se incremente
al valor original de 5,0. Estos distintos comportamientos entre las PE de A. kawachii y de A.
aculeatus sugieren la posibilidad de diferencias estructurales entre ambas proteinas, mas alla
de una actividad catalitica comtn.

Una de las potenciales aplicaciones de la PE de A. kawachii es su utilizacién en la
clarificacion de jugo de limon. Este presenta normalmente un pH de alrededor de 2,5, por lo
que resulta razonable determinar su estabilidad en el tiempo a dicho valor de pH en
comparacion con la PE de A. aculeatus. Como se puede observar en la Fig. 4.10, la PE de A.
kawachii present6 mayor estabilidad a un pH 2,5 que la PE de A. aculeatus a todos los
tiempos de incubacién ensayados. Esta diferencia de estabilidad suma otra caracteristica
diferencial positiva a la PE de A. kawachii en comparacion a la de A. aculeatus respecto a su

potencial aplicacion especificamente sobre jugo de limon.
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Figura 4.10 Estabilidad de PE de A. kawachii y de A. aculeatus a pH 2,5. La actividad residual se
determiné por la técnica del VB luego de los diferentes tiempos de incubacion.
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Seguidamente se estudid el efecto de diferentes sustancias presentes en el jugo de
limoén, de modo individual como asi también de jugo de limon natural, sobre la estabilidad de
PE de A. kawachii y de A. aculeatus. Para descartar la posible interferencia de estas sustancias
sobre la medida de actividad enzimatica se tom6 como referencia a la actividad de la enzima
presente con el agregado de cada uno de los componentes a tiempo cero. En la Fig. 4.11 se
muestra la actividad residual de ambas PE. Asi, podemos observar que la PE de A. kawachii
conserva un 66 % de la actividad original al cabo de 60 min de incubacion a pH 2,5, valor
esperable considerando los resultados previamente mostrados en la Fig. 3.9. Los componentes
del jugo de limén que estabilizan a la PE de A. kawachii fueron los siguientes: fructosa (119
%), sacarosa (94 %), pectina (109 %) y albumina (117 %, proteina representativa de las
proteinas del jugo), mientras que el acido citrico (48 %) y la glucosa (32 %) tienen un efecto
negativo sobre la estabilidad. Finalmente, el jugo de limon estabilizo a la enzima con un valor
residual de actividad del 80 %. Por otra parte, la PE de A. aculeatus mostr6 una actividad
residual del 35 %. Los Unicos componentes que la estabilizaron fueron la fructosa (40 %) y la
albumina (46 %). El resto de los componentes presentd un efecto adverso sobre la actividad
residual, por lo cual seria de esperar que el jugo de limdn no tuviera un efecto estabilizante,

tal cual fue encontrado (27 % de actividad residual).
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Figura 4.11 Efecto de diversas sustancias sobre la actividad de PE de A. kawachii (PE Ak) y de A.

aculeatus (PE Aa). El ensayo se realizé a pH 2,5, durante 60 min, con las diferentes sustancias. Luego,
se llevo a pH 5,0 y se determind la actividad residual de PE por la técnica del VB.
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4.4.4.4 Clarificacion de jugo de limon

Se utilizd un jugo de limon obtenido en el laboratorio, cuyo pH inicial fue de 2,77, con
una transmitancia a 650 nm del 13,6 % y un sedimento del 2,5 %.

Los ensayos de clarificacion se realizaron con la misma actividad enzimatica para
ambas enzimas (3,38 mU/ml); sin embargo, las cantidades de proteina necesarias fueron
substancialmente distintas en cada caso (37 ug/ml para A. kawachii y 100 pg/ml para A.
aculeatus), revelando una importante diferencia entre las actividades especificas. La
clarificacion espontanea del jugo de limén (blanco) fue adjudicada a la PE endogena del
mismo ya que no se sometié a ningln tratamiento térmico desnaturalizante previo al ensayo
de clarificacion. Por lo tanto, los valores obtenidos pueden considerarse como resultantes de
la accion conjunta de la PE endogena y de la PE fungica correspondiente.

Resulta evidente que una parte substancial de la clarificacién se logra a las 3 h del
proceso, alcanzando valores de transmitancia del 33, 37 y 52 % para el blanco, para la PE de
A. aculeatus y para la PE de A. kawachii, respectivamente (Fig. 4.12). Luego, la velocidad de
clarificacion disminuye substancialmente, particularmente en el blanco (43 % de
transmitancia a las 24 h). Por otra parte, la clarificacion alcanzada por la PE de A. kawachii
siempre fue mayor que con PE de A. aculeatus, tanto a tiempos cortos (3 h) como a tiempos
largos de clarificacion (24 h). Como se puede observar, la transmitancia alcanzada con la PE
de A. kawachii fue de 69 % comparada con 55 % de A. aculeatus y 42 % de la clarificacion
espontanea del jugo de limén. Finalmente, el % de sedimentacion acompaiid en todo
momento en paralelo a los aumentos de transmitancia, razoén por lo cual no se muestran en la

Fig. 4.12.
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Figura 4.12 Clarificacion de jugo de limén utilizando PE de A. kawachii y de A. aculeatus. El ensayo
se realizd al pH del jugo de limon, a 37°C. Blanco: corresponde a la clarificacion espontanea del jugo
de limoén.

4.4.4.5 Efecto de cationes en la actividad

En la Fig. 4.13 se puede observar la actividad de PE de A. kawachii resultante del
agregado de diferentes cationes a la mezcla de reaccion. Se tom6 como control a la actividad
de la PE medida en pectina al 0,5 % en agua sin el agregado de ningln cation. A la solucién
de pectina se le agregaron los diferentes cationes disueltos en alta concentracion y llevados a
pH 5,0 de forma tal de no modificar la concentracion final del sustrato ni el pH de la mezcla
de reaccion. A concentraciones de 0,1 mM, los cationes de Na“, Cu™, y NH;" no mostraron
efecto con respecto al control, mientras que el agregado de Ca™, Mg y Mn"” result6 en una
actividad relativa del ~ 93 % y el de Ky Zn" en una del 77 %. Finalmente, el Fe™ mostr¢ la

menor actividad relativa (55 %), que cayo al 13,9 % cuando se aument6 su concentracion (10

><),
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Figura 4.13 Efecto de la presencia de distintos cationes sobre la actividad relativa PE de A. kawachii.
La actividad de PE se midi6 en pectina al 0,5 % con el agregado de los siguientes cationes: Na
(NaCl), K (KCI), Mg (MgCl,-6H,0), Ca™* (CaCl,-2H,0), Cu™* (CuSO45H,0), Mn** (MnCl,4H,0),
Zn" (ZnSO47H,0) y Fe” (FeCls-6H,0). La actividad se determiné mediante la técnica de VB. La
concentracion final de los cationes en mezcla de reaccion fue de 0,1 mM (en el caso del Fe™ también
se midi6 a 1 mM).

Los reportes existentes sobre el efecto de cationes sobre otras PE de origen fungico se
realizaron en condiciones experimentales diferentes (la pectina utilizada como sustrato fue de
otro origen y a otra concentracion y las concentraciones de cationes ensayadas fueron
mayores a las ensayadas en esta tesis). Por ejemplo, los cationes (K*, Na“, Ca™, Mg™, Mn™ y
Zn'"?) no presentaron ningin efecto sobre la actividad de la PE de la bacteria fitopatogena
Erwinia chrysanthemi (Shevchik et al., 1996). En el caso del hongo Botrytis cinerea tanto el
agregado de cationes monovalentes (Na" y K") como de divalentes (Ca™ y Mg™) en
concentraciones 20 y 120 mM, aument6 la actividad de la PE de 2-3 a 4 veces,
respectivamente (Reignault et al., 1994). Finalmente, para la PE de A. aculeatus, la presencia
de los cationes bivalentes (Mg™ y Ca™) estimula la actividad de la enzima. El mayor efecto
se observd a 50 mM MgCl, (200 % de la actividad sin Mg), y a 10 mM CaCl, (~ 150 % de la
actividad sin Ca™). Se encontré también que el NaCl estimula la actividad de la PE I en la
concentracion 75 mM (140 % de la actividad basal sin NaCl).

Los cationes bivalentes pueden afectar la actividad enzimatica mediante la formacion
de complejos no covalentes con grupos disociados (carboxilatos) de la pectina desesterificada.
Por lo tanto, la eliminacion de los productos de reaccion de la enzima podria tener como
consecuencia el aumento concomitante de la actividad de las PE. Por otra parte, las sales

pueden ejercer su efecto directamente sobre la enzima, probablemente debido a cambios en
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los enlaces electrostaticos conduciendo a un cambio de la estructura terciaria de la enzima
(Afifi et al., 2002;Palmer, 1991). También podria deberse a la participacion de los grupos
sulfidrilos en el sitio activo de la enzima.

En el caso de la PE de A. niger se encontré que es parcialmente inhibida por el Mgy
estimulada por Na'. Los autores que realizaron este estudio consideraron que estos resultados
son caracteristicos de la PE de una cepa de A. niger, en particular la empleada por ellos, y que

los mismos no podrian ser extrapolados a otras cepas (Maldonado et al., 1994).
4.4.4.6 Determinacion de parametros cinéticos de PE

En este caso se realizd las determinacion de estos parametros tanto de la PE de A.
kawachii y como de la de A. aculeatus. En la Fig. 4.14 se observan las cinéticas de
desesterificacion de las 2 PE fungicas. En ambos casos la desesterificacion de la pectina
respondid a una cinética de Michaelis-Menten. Se decidi6 realizar la determinacioén de los
parametros cinéticos de ambas enzimas ya que se hace muy dificil comparar los valores de
Km porque los reportados son altamente dependientes de las condiciones experimentales
utilizadas en cada caso, tales como temperatura, concentracion de sal, tipo y fuente de pectina
y pH del medio de reaccion (Maldonado et al., 1994;Christgau et al., 1996;Machova and
Markovic, 1984). Los parametros cinéticos determinados para la PE de A. kawachii fueron:
Km =0,1692 mg/ml y Vmax = 8,5172 umol/min-ml, y para la de A. aculeatus resultaron: Km
=0,2653 mg/ml y Vmax = 9,736 umol/min-ml.
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Figura 4.14 Representacion de Michaellis-Menten de PE de A. kawachii y de A. aculeatus. Se
determind las cinéticas utilizando pectina de 53 % de GM al 0,5 % en BCP y se midi6 el metanol
liberado por el método de la AO. Las concentraciones de sustrato abarcadas fueron en el rango de 1 a
20 mg/ml.
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4.4.4.7 Modo de accién de PE

En esta experiencia se utilizo pectina de alto grado de esterificacion (GM 87,1 %) para
analizar el modo de accion de las enzimas sobre el sustrato. Para el proceso de
desesterificacion se emplearon tres pectinesterasas: dos de origen fungico y una vegetal. El
objetivo de la experiencia fue determinar el modo de desesterificacion de la PE de A.
kawachii, desconocido hasta el momento, en comparacion con otros dos conocidos. En el
laboratorio se contaba con las otras 2 PEs cuyo modo de accion se conocia con anterioridad y
se utilizaron como referencia. La PE de A. aculeatus, que desesterifica a la pectina de forma
aleatoria, y la PE de naranja, que lo hace en forma de bloque. Esta diferencia en el tipo de
desesterificacion, no en el grado, le confiere a la pectina resultante como producto una serie
de caracteristicas distintivas. Con las tres enzimas se alcanzd un grado de esterificacion
similar (~ 61 %).

Las pectinas desesterificadas mediante las 3 enzimas fueron analizadas por
cromatografia de exclusion molecular y de intercambio i6nico. Asi se pudieron comparar sus
perfiles de elucion en funcion de las correspondientes distribuciones de peso molecular
(exclusion molecular) y de densidad de carga (DEAE-Sepharose). Para cuantificar la
distribucion de las pectinas desesterificadas se determinaron los contenidos de AGA por mhdf

y de pentosas por orcinol, en las diferentes fracciones cromatograficas.
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Figura 4.15 Cromatografia de exclusion molecular (Sepharose CL-6B) de pectina desesterificada con
PE de A. aculeatus (P Aa), de A. kawachii (P Ak) y de naranja (P Na). La desesterificacion se llevo a
cabo con pectina de 87,1 % de GM, se llegd a ~ 60 % de desesterificacion en los tres casos.
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En todos los casos el perfil de AGA fue acompafiado por el de azucares neutros, pero

siempre en una menor concentracion como se observa en las Figs. 4.15 y 4.16.
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Los perfiles de la cromatografia de exclusion molecular de la pectina desesterificada
por A. aculeatus y por A. kawachii mostraron una distribuciéon amplia de volumenes
hidrodindmicos, lo que sugiere una distribucion de peso moleculares amplia. Por otra parte, la
distribucion de peso moleculares de la pectina desesterificada por PE de naranja fue mas
homogénea que en los 2 casos anteriores, como se observa en la Fig. 4.15.

Los perfiles resultantes de la cromatografia de intercambio anidnico fueron semejantes
para el caso de P Aa y P Ak. En este caso la distribucion de fracciones se mostré como un
pico angosto homogéneo, mientras que la distribucion para el caso de P Na fue mas amplia,
eluyendo en un gran nimero de fracciones.

Como se puede observar, al comparar los perfiles de elucion de las Figs. 4.15 y 4.16 se
puede inferir que la PE de A. kawachii tiene un comportamiento similar a la de A. aculeatus.
La PE de naranja se comporta de distinto modo, dando como resultado pectinas
desesterificadas con caracteristicas diferentes. Asi podemos concluir que la PE de A. kawachii
se comporta de manera semejante a la PE de A. aculeatus, y otras enzimas de origen flngico,
desesterificando en forma aleatoria a la pectina. Por el contrario, la PE de naranja, como otras
PE de origen vegetal desesterifica en bloque. Resultados similares fueron hallados en estudios
cromatograficos de pectinas altamente metiladas desesterificadas por diferentes PE (Ralet et
al., 2002).

Se han estudiado por diversos métodos el patron de desesterificacion de la pectina por
parte de la PE (De Vries J.A et al., 1983;Versteeg, 1979;2008;Grasdalen et al., 1996).
Versteeg (Versteeg, 1979) caracterizé los fragmentos de los polimeros parcialmente
desesterificados sometidos a hidrolisis por endo-PGs. (Markovic y cols. 1984) determinaron
coeficientes aCa™ (es una funcién compleja de la densidad de carga lineal de las
macromoléculas) luego de la desesterificacion enzimatica.

De estas investigaciones se ha propuesto que las PE alcalinas de plantas superiores
como tomate, naranja y alfalfa catalizan en forma lineal la desesterificacion sobre la cadena
llevando a la existencia de bloques de grupos carboxilicos. Por el contrario, las PE 4cidas de
origen generalmente fungico desesterifican en forma aleatoria los carboxilicos esterificados
de la pectina. También se han encontrado diversos estudios cuantitativos donde se utilizo
espectroscopia 'H NMR para establecer la distribucion de los grupos metoxilos en diferentes
grados de esterificacion de la pectina desesterificada que confirman lo anterior (Grasdalen et

al., 1996;Andersen et al., 1995).
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Figura 4.16 Cromatografia de intercambio anidnico (DEAE-Sepharose CL-6B) de pectina
desesterificada con PE de A. aculeatus (P Aa), de A. kawachii (P Ak) y de naranja (P Na). Se utilizo
un gradiente de 0 a 0,4 M de NaCl. La desesterificacion se llevo a cabo con pectina de 87,1 % de GM,
se llegd a ~ 60 % de desesterificacion en los tres casos.

V¥ : AGA. o: azlicares neutros.
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4.4.4.8 Andlisis de huellas

El analisis de la secuencia N-terminal de la PE de A. kawachii no resultd exitoso
debido al probable bloqueo del N-terminal, lo que acontece en mas del 50 % de las proteinas
eucariotas. Anteriormente, se menciond que la enzima no fue retenida en la columna con
Concavalina A, lo que indica que posiblemente no esté glicosilada. Sin embargo, podria
presentar algun otro tipo de modificacion que impide el analisis.

Para la realizacion de trabajos futuros, donde se intentard el clonado y la sobrexpresion
de la enzima, se necesitaria contar con una secuencia parcial de esta proteina, para la cual se
analizé la huella peptidica de la PE por MS/MS a partir de una digestion triptica. En este
método, la proteina en estudio es hidrolizada mediante proteasas (cominmente tripsina) para
dar pequefios péptidos cuyas masas absolutas pueden determinarse mediante un espectrémetro
de masas acoplado al detector adecuado (MALDI-TOF). Para ello se trabajé con la fraccion
pura del extracto enzimdtico para obtener la huella peptidica, como se puede observar en la
Fig. 4.17 (peptide mass fingerprint, PMF) por MALDI-TOF MS (PMF MALDI-TOF MS).
Esta técnica permite identificar posibles secuencias comunes, asi como secuencias propias de
enzimas de especies distintas. Con dicho mapa triptico y empleando la herramienta
MASCOT4, que utiliza datos de espectrometria de masas para identificar proteinas en las
bases de datos de secuencias primarias, se realizé la busqueda bioinformatica a fin de
identificar la proteina original. Sin embargo, a pesar de haberse obtenido muy buenos datos de
ms y ms/ms, no fue posible identificar en las bases de datos disponibles y de manera
estadisticamente significativa a la proteina. Esto podria deberse a que el genoma de la especie
involucrada no esta atin disponible.

Algunas veces la identificacion de las proteinas mediante PMF es imposible, debido
entre otras razones a las lagunas existentes en las bases de datos, o la existencia de mezclas
proteicas en la mancha (spot) seleccionada para la identificacion. Para solucionar este
problema, una posible alternativa es optar por una fragmentacion de los péptidos obteniéndose
la secuencia de aminoacidos correspondiente. Para ello, puede utilizarse una ionizacién tipo
MALDI, mediante una segunda fragmentacion (MALDI TOF/TOF) o “electrospray” (trampa
ionica, cuadruplo, etc.). Este método de secuenciacién de novo es la estrategia a seguir para
identificar proteinas que provienen de organismos que no han sido secuenciados, o su
secuencia no ha sido anotada. Mediante esta secuenciacion se obtienen secuencias de
aminodcidos que son comparadas con las secuencias existentes en las bases de datos en busca

de secuencias homologas. Aunque la proteina pueda no ser identificada o sea desconocida, la
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informacion obtenida a partir de la secuenciacion de novo puede ser utilizada para clonar el
gen correspondiente. Esta estrategia alternativa serd empleada en trabajos posteriores a los

efectos de lograr el clonado y la sobreexpresion de esta enzima.
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Figura 4.17 Espectro de masa de la PE de A. kawachii obtenido en modo reflector positivo.

4.5 Conclusiones

Se purifico la PE de A. kawachii utilizando cromatografias de intercambio i6nico en
forma secuencial ya que esta no se adsorbe en ninguna columna hidrofébica. Se encontrd una
unica banda en SDS-PAGE, en el gel nativo y en el IEF correspondiente a la actividad PE
demostrada por zimograma tanto del gel nativo como del IEF. EI PM de la PE result6 ser de
44,5 kDa (por SDS-PAGE) y de 54 kDa (por exclusion molecular). El PI de la enzima fue de
3,8 por IEF, encontrandose un valor similar por cromatoenfoque. No se adsorbi6 a la columna
de Concavalina A, lo que sugiere que la enzima no se encuentra glicosilada.

La enzima no es capaz de actuar a temperaturas mayores a los 60°C. El pH 6ptimo
resultd de 4,5, semejante a otras PE fungicas, pero con una actividad residual del 25 % a pH
2, caracteristica que permite considerar su potencial uso en la clarificacion de jugo de limon.
La PE mostré mayor estabilidad al pH acido que la PE de A. aculeatus, y la pérdida de
actividad revirtid substancialmente luego de una incubacion a pH 5,0. Diferentes
componentes del jugo de limon (fructosa, sacarosa, pectina y proteinas) como asi también el

jugo de limoén natural incrementan la estabilidad de la enzima a pH 2,5. Los ensayos de
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clarificacion de jugo de limon demostraron que la PE de A. kawachii es eficiente y mas
efectiva que la de A. acuelatus.

La presencia de diferentes cationes en la mezcla de reaccidon no increment? la actividad
de la enzima, en tanto que K', Zn"* y Fe™ la disminuyeron. La enzima mostré un mecanismo
que se corresponde a una cinética tipo Michaelis-Menten (Km = 0,1692 mg/ml y Vmax =
8,5172 pmol/min'ml). El modo de accién de la enzima (forma de desesterificacion de la
pectina de alto grado de esterificacion) resultd ser aleatorio, al igual que el encontrado y
reportado en otras PE de origen fingico.

No se logro obtener la secuencia N terminal, ya que probablemente el N terminal se
encuentre bloqueado como sucede en la mitad de de las proteinas eucariotas. Se obtuvo la
huella peptidica de la PE; no obstante, no fue posible identificar a la proteina en las bases de

datos disponibles.
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Capitulo 5

Conclusiones generales

Aspergillus kawachii produce diferentes enzimas extracelulares involucradas en la
degradacion de la pared celular vegetal. Entre ellas, en la presente tesis doctoral se aislaron
y caracterizaron parcialmente las siguientes actividades enzimdticas: poligalacturonasa,
pectin liasa, pectinesterasa, arabinasa y arabinofuranosidasa, galactanasa, -galactosidasa,
a-L-ramnosidasa, B-D-fucosidasa y arabinogalactanasa. La mayoria de dichas actividades se
detectaron a pH 2,0, por lo que se evidencia nuevamente la naturaleza acidofilica de A.
kawachii y su capacidad de producir enzimas activas a pHs acidos. La presencia de pectina
en el medio de cultivo favorecid la produccion de aquellas enzimas de cardcter constitutivo
(poligalacturonasa y arabinogalactanasa) e indujo la produccion de las restantes enzimas de
caracter inducible.

Entre todas las actividades encontradas se selecciond a la pectinesterasa, sobre la
cual se estudid particularmente su produccioén y caracterizacion. Asi, se encontraron las

siguientes peculiaridades de la pectinesterasa de A. kawachii:

@  Es inducida por la presencia de 4cido galacturénico en el medio de cultivo,
por lo que se postula que el mecanismo regulatorio de su sintesis seria similar

al descripto en otros Aspergilli.

@ Los maximos niveles de actividad se encontraron en medios liquidos con una
combinacion de harina de soja y pectina, cuya optimizacion se llevo a cabo
mediante un disefio experimental del tipo de superficie de respuesta

(Doehlert).

@ Los resultados de la optimizacion se validaron en un biorreactor tipo tanque
agitado sin deflectores, en el cual se mantuvo el tipico crecimiento fingico en
pellets, aunque de menor tamafio comparado con los observados en frascos
agitados. Esto demuestra que este tipo biorreactor puede ser apropiado para

un cambio de escala.
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Los cultivos de A. kawachii en fermentador revelaron una produccion
enzimatica mayor que la encontrada en frascos erlenmeyeres, utilizando la

misma composicion de medio, a todas las horas de cultivo analizadas.
Se purifico y caracterizo, revelando un PM de 44,5 kDa y un PI de 3,8.

La enzima no es capaz de actuar a temperaturas mayores a los 60°C. El pH
optimo resultd de 4,5. Posee una actividad residual del 25 % a pH 2,
caracteristica que permite considerar su potencial uso en la clarificacion de

jugo de limén.

La enzima es mas estable a pH acido que la equivalente de A. aculeatus. La
pérdida parcial de actividad revierte substancialmente luego de una

incubacién a pH 5,0.

La enzima desesterifica a la pectina de modo aleatorio, mecanismo de accion

similar al reportado para otras pectinesterasas de origen fungico.

Los ensayos de clarificacion de jugo de limén demostraron esta enzima es
adecuada para tal fin, siendo comparativamente mas efectiva que la de A.
acuelatus. Esta propiedad aventura la posibilidad de clonar y sobreexpresar
esta enzima en levaduras para incrementar su produccidon y posterior

utilizacion en la clarificacion industrial de jugo de limon.
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Disefio experimental: Método de Doehlert

El método de Doehlert es un disefio de superficie de respuesta. La matriz de
Doechlert es un disefio de segundo orden, que ha sido ampliamente utilizado en
numerosas situaciones. Permite la identificacion de los puntos criticos (maximo,
minimo y silla de montar) en cada paso de la optimizacion del proceso. Consiste en un
disefio experimental en el que un conjunto de puntos del sistema se distribuye
uniformemente en una trama romboidea (un hexagono en el caso de dos variables)
alrededor de un valor central. El dominio experimental se prueba con un numero
minimo de experimentos que siguen un acercamiento secuencial. Para k factores, se
requieren (k*+k+1) experimentos y se le asigna a cada factor un minimo de tres niveles.
Esta caracteristica permite una eleccion libre de factores que se asignan a un nimero
variable de niveles y, a diferencia de otros disefios de superficie de respuesta, tiene la
ventaja que puede ser ampliado cambiando el centro del hexagono de un nuevo ensayo.

La geometria del universo muestral surge a partir de una figura generatriz que se
mueve manteniendo un vértice fijo. En el caso de trabajar en dos dimensiones, la figura
generatriz es un tridngulo equilatero que se gira hasta formar un hexagono. La figura
generatriz es un tetraedro en tres dimensiones. A fin de determinar el valor en todos los
puntos de las variables x e y, y para asegurar que estén equidistantes se toma como
imagen generatriz al tridngulo equilatero ABC de lado unitario y se determina la
posicion de cada punto tomando arbitrariamente al punto A como x =0, y = 0.

Teniendo en cuenta este valor, los extremos del triangulo quedan situados en:

y
Lado X y
A 0,000 0,000
B 1,000 0,000
C 0,500 0,866
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A fin de calcular las coordenadas del resto de los vértices de la figura
caracteristica del modelo (en este caso el hexagono) se aprovecha la propiedad de que
cada punto surge de la sustraccion de dos puntos cualesquiera de la figura generatriz (en
este caso el triangulo ABC, Fig. A.1). Por ejemplo, el punto D resulta de C — B, E
resulta de A — B, etc.

Figura A.1: Puntos del hexdgono utilizados en el disefio de superficies de respuesta.

Asi los extremos restantes del hexdgono se ubican en los puntos indicados en la

Tabla A.1.

Tabla A.1: Ubicacion de los puntos que definen el hexdgono en el disefio de Doehlert,

incluyendo al punto central (A)

Punto X y

A 0,000 0,000
B 1,000 0,000
C 0,500 0,866
D -0,500 0,866
E -1,000 0,000
F -0,500 -0,866
G 0,500 -0,866
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Este calculo no resulta muy 1til en dos dimensiones pero es muy practico cuando
el modelo se complica y se usan tres variable o mas. En el caso de trabajar con tres
variables, la figura generatriz es un tetraedro de arista unitaria cuyos vértices se
encuentran en (0,0,0), (1,0,0), (0,5, 0,866, 0), (0,5, 0,289, 0,816).

En general, para d factores, la figura generatriz se arma agregando a la Fig. A.1:

11 1 1 1 Jd+1)
272372677 2(d —1)(d -2) J2d(d-1) " 2d

y completando los puntos anteriores con ceros para la nueva coordenada. En la

tabla A.2 se indica cuales son los valores codificados.

Tabla C: Generatriz del disefio estadistico de superficie de Doehlert

0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
1,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0,50000 0,86602 0,00000 0,00000
-0,50000 0,86602 0,00000 0,00000
0,50000 0,28868 0,81650 0,00000
-0,50000 0,28868 0,81650 0,00000
0,00000 -0,57735 0,81650 0,00000
0,50000 0,28868 0,20413 0,79067
-0,50000 0,28868 0,20413 0,79067
0,00000 -0,57735 0,20413 0,79067
0,00000 0,00000 -0,61238  0,79067

Obsérvese que los valores codificados para el modelo de dos dimensiones
resultan de tomar los valores comprendidos a la izquierda y por encima de la primera
linea divisoria y sus opuestos. Para el modelo de tres variables se utilizan los valores

comprendidos por la segunda linea divisoria y sus opuestos. Por cada nueva variable
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agregada se amplia el rango de datos hasta la siguiente linea divisoria. Estos valores
corresponden a las variables codificadas y a partir de ellos se calculan los valores reales
de las variables x e y.

Las coordenadas del hexagono se denominan variables codificadas y a partir de
ellas se calculan los valores reales de las variables x e y. Para ello se deben definir los
limites del universo muestral, es decir, los valores maximos y minimos de las variables
a ensayar. En base a ellos se calculan los rangos para cada variable (real) y se calcula el
resto de los puntos basdndose en una relacion lineal entre el valor codificado y el valor

real segun la expresion:

AXreal

Xreal = Xcodificada x ————— +
AXcodificada

Donde Xoes el valor real de la variable X en el punto central. Xcodificada es el valor
codificado que entrega ¢l modelo y AXreal y AXcodificada son las diferencias entre el
valor mas alto y el valor mas bajo de los nimeros reales y codificados respectivamente.
Para dos variables, se estudian tres valores de la primera y cinco de la segunda. El
mismo tratamiento se sigue para las demas variables. Se realiza un triplicado del punto
central para determinar la varianza propia del experimento. Junto con los valores
centrales quedan en total 9 experimentos a realizar.

Una gran ventaja que posee este método es que si se desea aumentar el rango de
estudio en alguna de las variables, simplemente se corre el punto central y se recalculan
los nuevos valores de las variables x e y. En el caso de estudiar tres variables el numero
de experimentos a realizar es 15 (12 puntas y 3 centrales).

Para dos factores, se estudian 3 valores del primero y 5 del segundo, si el estudio
es de 3 variables, se estudian 3 valores de la primera, 5 de la segunda y 7 de la tercera.
Una vez realizada la experiencia y medida la variable dependiente (actividad PE) se
determinan los coeficientes de un polinomio del tipo z =b0 + blx + b2y + b3x2 + bdy2
+ b5xy. Los coeficientes se determinan por el método de cuadrados minimos. La forma

mas sencilla de manejar este nimero de datos es mediante el calculo matricial.
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Si se definen las siguientes matrices:

Loy Xy Xy, Z,
Lox, Y, XY XY, b Z,
A S - 82 o Z,
Lo Y X Vi XY, X Z,
X= 1 Xs Ys st y_? XsYs B= b2 Z=|1,
L% Yo % Yoo XY o Z,
Lox Y X%y Xy, N Z,
LoX Y % Yoo XY i A
Lox Yo X% Y XY, Z,

donde los xi e yi son los valores codificados de X e Y para cada experiencia, B es el
vector de los coeficientes a determinar y Z es el vector de los resultados experimentales
de cada ensayo, se observa que XxB = Z. Este es un sistema de ecuaciones redundantes,
con mas ecuaciones que incognitas, asi que no puede despejarse directamente B del
producto anterior. Para resolverse este sistema se debe obtener la matriz seudo inversa
de X a partir de (X" X)". X" donde X" es la matriz transpuesta de X (los calculos
matriciales se realizaron por computadora utilizando el programa Mathcad). Como hay
mas ecuaciones que incognitas los valores obtenidos para los parametros son
estimadores que minimizan la distancia entre las variables reales y las obtenidas.
Realizando el andlisis de varianza de los resultados obtenidos para cada parametro del
polinomio se decide cuales de ellos son significativos y cuales no. Con aquellos que son
significativos se vuelven a calcular los parametros del polinomio y con ellos puede
realizarse el grafico de la superficie de respuesta o bien calcular en forma analitica la

existencia de maximos o minimos en la zona del estudio.
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