B
ESTUDIO DE LA ACCION DE AGENTES REDUCTORES EN
LA PRODUCCION DE ENZIMAS QUERATINOLITICAS DE TRI-
CHOPHYTON AJELLOI

Cavello I', Galarza B%*%, Gortari MC'?, Hours R!, Cantera C 23

1.- CINDEFI, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, CONICET. Calle 47 y 115. (1900)
La Plata 2.- CICBA
3.- CITEC- CICBA. Camino Centenario e/ 505 y 508. (1897) Manuel B. Gonnet
ivanacavello@yahoo.com.ar; betinagal@hotmail.com

INTRODUCCION

En la actualidad existe una tendencia en aumento a utilizar enzimas en procesos
biotecnolégicos, constituyendo una alternativa mas amigable con el medio ambiente
y economicamente mas beneficiosa. Las queratinasas son enzimas de interés en nu-
merosos procesos industriales: industria textil, alimenticia, degradaciéon de residuos y
especialmente en la Industria del Cuero. En el proceso de depilado, durante la primera
etapa de la obtencion del cuero, se emplean preparados enzimaticos para asistir al
sulfuro de sodio minimizando la concentracion de sustancias téxicas en el efluente.

El agregado de agentes reductores en la obtencién de enzimas queratinoliticas
potenciaria su produccioén por intervenir en la reacciéon de sulfitolisis (4).

En el presente estudio se determino el efecto de distintos agentes reductores en
la produccion de enzimas queratinoliticas de Trichophyton ajelloi.

MATERIALES Y METODOS:

Se realizaron cultivos de Trichophyton ajelloi en medio sélido (MS) y liquido (batch)
(ML) utilizando como tunica fuente de C y N el “residuo pelo” (RP) proveniente de un
depilado conservador del pelo en Tecnologia del Cuero (Galarza et al, 2007). El medio
mineral utilizado estaba compuesto por: buffer fosfato NaH,PO,-K HPO,, cloranfeni-
col 0,5 g/l y cantidades traza de Cl,Fe, Cl,Zn y Cl,Ca, pH 7(Ruffin et al., 1987). El
RP fue previamente lavado, secado a 45°C, molido y autoclavado. Los medios fueron
inoculados con 10° ufc/ml. Luego se agregaron distintos agentes reductores en una
concentracion final de SmM en cada sistema: 1) clorhidrato monohidrato de L-cisteina
2) tioglicolato de sodio 3) sulfito de sodio (4). Ambos medios se incubaron a 28°C, y
en agitacion en el caso del liquido. La extraccion se realiz6 cada 3 dias en el caso del
MS agregando 30 ml de CIlNa 0,5 N al contenido de cada placa. En el ML se separo el
extracto enzimatico del micelio por centrifugacién. Ambos fueron filtrados a través de
filtro de 45 p, previo a su analisis. Se determiné el contenido proteico en ug/ml por el
método de Bradford (1) y la actividad azocaseinolitica de los extractos (2). Se definié
la unidad de actividad azocaseinolitica como la cantidad de enzima que genera un
aumento de 0,1 unidades de absorbancia ,,, _ por minuto y por ml.

RESULTADOS

En los graficos de concentracion proteica vs dias de cultivo se puede observar que
tanto en medio sélido como liquido los mayores valores se obtienen con el agregado de
cisteina. En cuanto a la actividad azocaseinolitica, el tioglicolato en el ML produce un
pico de actividad en el dia 11, que supera 7 veces el producido por el medio mineral
no adicionado, para ese mismo dia.

20 REIE vol.4, 2009 ISSN (Electronica) 0329-8507 (Impresa) 0329-8493



concentracion proteica en cultivos liquidos

H 600 4

EECR —o—MMscisteina

8 400 MM+tioglicolato
‘;“; 300 | —A—medio mineral
o 200 - X MM+sulfto

dias de cultivo

actividad azocaseina en cultivos liquidos

1.6 4

E 1.4+

é 2] ——MM + cisteina

é 0; /\ T MM + tioglicolato
§ 0.6 1 / —4— MM (medio mineral)
§ MM + sulfito

§

G fedny

dias de cultivo

concentracion proteica en cultivos sélidos

700

E 600

) —

3 500 7o / —e—MM+cisteina
8 400 \’\ MM-tioglicolato
[} " .

§ 300 \ \ —— Medio mineral
o 200 MM+S03Na2
5

o

100 /_\
04

dias de cultivo

actividad azocaseina en cultivos solidos

1.5 ——MM+cisteina
MM+tioglicolato
—a—medio mineral

MM+sulfito

act azocaseina(U/ml)

dias de cultivo

REIE vol.4, 2009

DISCUSION

La reaccion de sulfitélisis es la
primera etapa en el mecanismo de de-
gradacion de la queratina por parte de
las queratinasas, haciendo mas suscepti-
bles las cadenas polipeptidicas al ataque
enzimatico-proteolitico.

Cys-SS-Cys + HSO% -------——-- Cys-SH +
Cys- SSO? reacci6n de sulfitélisis 6)

El agregado de agentes reductores
aumenta la produccién de enzimas que-
ratinoliticas interviniendo en la ruptura
de los puentes disulfuro entre restos de
cisteina adyacentes de la doble hélice
queratinica.

El tioglicolato es usado por Tricho-
phyton ajelloi como agente reductor y
fuente de C mientras que la cisteina es
incorporada como fuente de C y N (5).

Podemos concluir que estos agentes
reductores pueden potenciar la produc-
cion de estas enzimas, aumentando sus
posibilidades de utilizacién en diversas
tecnologias.
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