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RESUMEN 

En este trabajo, pretendemos identificar algunos inductores del sistema enzimatico 
pectinolitico de Aspergillus sp FP180, determinar el efecto de diferentes aztcares 
constituyentes de la pectina como ramnosa, galactosa y arabinosa, sobre Ja produccién de 
endo y exopectinasas, asi como evaluar algunos productos de la degradacién de la pectina 
o el Acido poligalacturénico como posibles inductores. 

Se comparé la produccion de enzimas pécticas con aquellas producidas con pectina (P) y 
con acido poligalacturénico (APG). De igual manera se estudio el efecto de la unidad 
principal constituyente de estos polisacdridos, el acido galacturénico (AG), ademas de 
combinaciones de APG, P o AG con ramnosa sobre la produccién de actividades 
pectinoliticas. 

Se utilizaron dos sistemas de induccidn, a partir de conidias y a partir de micelio 
precrecido en glucosa. 

Los resultados en ambos sistemas de induccién sugieren los productos esterificados que 
inducen enzimas pectinoliticas de tipo endo y que el APG, producto no esterificado; es un 

inductor de enzimas de tipo exo, A diferencia del segundo sistema de induccién, en el 
primero existe una degradacién inicial de substrato, durante las primeras 24 horas, 
sugiriendo que es producto de una actividad preformada. 

Se demostré que las pectinasas producidas por Aspergillus sp FP180 son sensibles a la 

represién por AG a una concentracién de 1%. Mientras que a concentraciones de 0.5% de 
AG estimulan la secrecién de exopectinasas. 

Se obtuvieron 7 derivados metoxilados del AG en el laboratorio, utilizados como unica 
fuente de carbono en el sistema de induccién a partir de micelio. El derivado némero 5, 
que de acuerdo a los analisis de RMN esta esterificado en el carbono 6, induce tanto la exo 
como la endo, lo cual confirma ef papel del grupo metoxilo en la produccién de actividad 
endopectinolitica. 

No hay produccién de enzimas pectinoliticas cuando se encuentran en el medio de cultivo 

el glicero] o azicares simples como galactosa, arabinosa, ramnosa o glucosa, indicandonos 
que no hay enzimas pectinoliticas constitutivas en Aspergillus sp FP 180. 

Asi mismo, encontramos que la ramnosa reprime la sintesis de algunas pectinasas entre 50 
y 70 kDa y que la pectina induce tanto fa exo como la endopectinasa. 

vi 

 



INTRODUCCION 

GENERALIDADES SOBRE PECTINA. 

En 1825 el quimico francés Braconnot descubrié una substancia, la cual parecia ser la 

responsable del gelado que se observa cuando ciertas mezclas de frutas son cocinadas 

con aziicar; le dié el nombre de pectina. Esta es derivada de la palabra griega “pektos” 

que significa rigido o firme, para referirse a su funcidn principal de formar geles 

(Serrano, 1985). 

Las sustancias pécticas son un grupo de carbohidratos complejos extraidos a partir de 

vegetales, contienen grandes cantidades de Acido anhidrogalacturénico, como unidad 

principal. Estas sustancias forman cerca de una tercera parte de la pared celular en 

peso seco de plantas dicotiledéneas y de algunas monocotiledéneas. 

Seguin la nomenclatura de la American Chemical Society (Fogarty y Ward, 1974 

Sakai, 1992), las substancias pécticas son polisacdridos Acidos de propiedades 

coloidales constituidas por unidades de acido galacturénico unidas por enlace a (1-4) 

cuyos grupos carboxilo pueden estar esterificados parcial o totalmente con grupos 

metilos o neutralizadas por una o mas bases (Kertzs, 1955) (Fig. 1). 

La protopectina es el nombre dado a las formas insolubles de las substancias pécticas. 

La pectina, material soluble, es el acido péctico parcialmente esterificado con metanol 

que contiene algunos aziicares neutros tales como, galactosa, arabinosa o ramnosa 

entre otros. El tipo y cantidad de éstos, depende basicamente del origen de las 

substancias pécticas. (Fig. 2 y 3). 

 



  

Fig 1. Estructura quimica de la pectina y nombre de algunas enzimas pectinoliticas que participan en 

la hidrlisis. EndoPG, endopectinasa; exoPG, expectinasa; endoPL, endopectinliasa. 
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Fig 2. Estructura hipotética de pectina de manzana, SR, regiones suaves, HR, regiones duras, 1.- 
subunidad I, compuesta por xilogalacturonanos, IJ.- subunidad II rica en arabinosa; III.- subunidad 
IH, con oligémeros de ramnogalacturonanos. La distribucién de grupos acetilo no estd presente, 

pero existen evidencias que se encuentran en la subunidad III. (tomado de Schols y Voragen, 1996). 
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Fig 3. Representacién esquematica de la estructura de las regiones suaves y duras de la .pectina, 
incluyendo el punto de ataque de varias pectinasas. PE, pectinesterasa; PG, poligalacturonasa; PL, 
pectin-liasa, EA, endo-arabinasa; Rgase, ramnogalacturonasa; AE, pectinetilesterasa; PA, 
pectatoliasa. (tomado de Hennink, 1996). 

Acido péctico, es el nombre aplicado a las substancias pécticas solubles, compuestas 

de Acido galacturonico y esencialmente libre de grupos metil-ester. Las sales de Acido 

péctico son tlamadas pectatos acidos. 

La mayor parte de las substancias pécticas son simultaneamente carbohidratos 

reductores, alcoholes polihidricos, polidcidos y poliésteres. Ellos contienen grupos 

polares (carboxilos), facilmente removibles y grupos no polares (metilos). (Walter, 

1991). 

Las concentraciones mas altas de pectina en las plantas son observadas en la lamina 

media, con una disminucion gradual cuando pasa a través de la pared primaria hacia la 

membrana plasmatica. 
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Fig 4. Estructura de la pared celular vegetal primaria con Ja serie de capas de celulosa y de la lamina 
media. (tomado de Darnell, 1990). 

Las substancias pécticas contribuyen a la adhesi6n las células vegetales y también a la 

fuerza mecdnica de la pared celular.   
La textura de vegetales y frutas es fuertemente influida por la cantidad y naturaleza de 

las substancias pécticas presentes. Cuando la fruta no esta madura, se presenta como 

protopectina, que es insoluble, la cual es transformada en pectina soluble durante la 

maduracion e interviniendo también en la abscisién del fruto. (Van Buren, 1991). 

La pared celular vegetal contiene aproximadamente 40% de polimeros, de los cuales,



las pectinas representan del 8 a 14% (W/W) (Walter, 1991). 

En estudios de resonancia magnética nuclear (RMN), modelamiento computacional y 

difraccién de rayos X sugieren que las moléculas de pectina en solucion adoptan una 

configuracién helicoidal, con 3 unidades de monosacarido por vuelta. La estructura 

regular helicoidal es interrumpida por residuos de ramnosa, afectando la capacidad de 

gelado (Oakenfull, 1991). 

En estado sélido, la pectina se presenta como hojas paralelas con hélices adyacentes 

con simetria opuesta. 

GRADO DE ESTERIFICACION DE LA PECTINA 

El nimero y distribucion de los grupos carboxilos libres o no esterificados dentro de la 

region de galacturonanos es variable segin la especie, tejido y madurez de los 

vegetales. 

La clasificacion general basada en el grado de esterificacién se presenta en el siguiente 

esquema: 

Acido Pofigalacturdnico esterificado completamente 16.32% 
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Las pectinas de baja metoxilacién son mas estables al calor y a la humedad a 

diferencia de las pectinas de alto grado de metoxilo, las cuales tienen una tendencia a 

desesterificarse, principalmente a elevadas temperaturas (Pilgrim y col. 1991, Rinaudo 

1996, Goldberg y col. 1996, Rolin, 1993), 

De acuerdo a ello, las propiedades de los agregados, geles 0 precipitados de pectina 

son diferentes. Asi pues, la pectina forma dos diferentes tipos de geles: a) Las pectinas 

de bajo metoxilo que necesitan de Ca’? para gelificar y b) Las pectinas de alto 

metoxilo que necesitan un medio Acido y azicar (Oakenfull, 1991, Rinaudo, 1996). 

El uso comercial mas importante de la pectina es en la fabricacién de mermeladas y 

jaleas. También se utiliza en la industria farmacéutica como lubricante de algunos 

alimentos al pasar por la pared intestinal, ya que promueve el peristaltismo sin 

ocasionar irritacion, en tratamientos de diarrea y disenteria, quizds debido a que los 

productos de su degradacién tienen propiedades bactericidas (Walter, 1991). 

METODOS DE DETECCION DE PECTINA 

Una prueba histolégica para la deteccion de pectina es mediante tincién con rojo de 

rutenio (oxicloruro de amonio rutenio), que resultan en un color rosa; cuando se trata 

de lignina y celulosa el color es gris. La presencia de mucilagos y gomas que contienen 

acidos ur6nicos interfieren en la reaccién. 

La pectina acuosa, calentada y en medio fuertemente alcalino, transmuta a amarillo a 

través de una serie de eventos quimicos (beta eliminacion, despolimerizacién, 

 



enolacién y oxidacién) Estas reacciones son las bases de las pruebas para 

carbohidratos reductores. 

Otra forma de deteccién de pectina es fa precipitacién, dada su propiedad de ser 

insoluble en alcohol y otros solventes organicos. De igual manera, la formacién de 

croméforos, como ya se ha sefialado anteriormente, También esta la descarboxilacién, 

indicando la presencia de acidos urénicos, al formarse CO», siendo éste método 

considerado ser cuantitativamente mas exacto que métodos colorimétricos, pero mas 

tedioso y complejo. También se puede medir el grado de esterificacién por titulacién, 

determinando la concentracién del metanol y por reduccién del cobre. 

Otros métodos son: eléctricos, espectrofotométricos, espectroscopia infrarroja, 

resonancia magnética nuclear o determinando mecanicamente la firmeza del gel de 

pectina por su tendencia a colapsarse. 

DESPOLIMERIZACION DE PECTINA 

La pectina es susceptible a la degradacion en condiciones acidas, neutras o alcalinas; 

asi mismo, pueden obtenerse olig6meros de acido poligalacturénico de diferentes 

grados de polimerizacién con métodos enzimaticos (Nothnagel y col. 1983. Ros y col. 

1995). Se han reportado diferentes bioactividades de estos oligourénidos de acuerdo a 

su grado de polimerizacién, como inhibicién de proteinasas, elicitores de fitoalexinas, 

inductores de la biosintesis de fitohormonas, y estabilizadores de la turbidez de jugos, 

entre otras. (Ven-Meng y col. 1994, Naohara y Manabe, 1992, Melotto y col. 1996, 

Zabotina y col. 1996). 

Después de Jas etapas de degradacion de la pectina, la identificacion y purificacion de 

 



los oligémeros, para realizar estudios sobre sus bioactividades, se puede llevar a cabo 

mediante diferentes tipos de cromatografia, ultrafiltacion etc. (Dinnella y col. 1996). 

La hidrdlisis quimica de tas uniones glicosidicas, se denomina de doble 

desplazamiento, ya que genera grupos reductores finales con la misma configuracién 

anomérica, mientras que la hidrélisis enzimatica se ha Wamado de desplazamiento 

simple, Ja cual invierte la configuracién anomérica de los grupos reductores finales, 

con excepcién de una digalacturonohidrolasa de Selenomonas ruminantium (Biely y 

col, 1996). 

Renard y Thibault (1995) ha reportado evidencias sobre las moléculas que se producen 

con un tratamiento en condiciones alcalinas de pectina altamente metoxilada. En estas 

condiciones, se producen 2 reacciones competitivas, una de 8-eliminacién y otra de 

desmetoxilacién por saponificacion. Esta competencia es modulada por temperatura y 

pH. A mayor temperatura se favorece la reaccién de 8-eliminacion, mientras que si el 

pH aumenta se favorece la desmetoxilacion, teniendo en cuenta que a temperatura 

ambiente y a pH entre 9 y 1] pueden ocurrir ambas reacciones (Konno y col. 1980, 

Ven Meng y col. 1994). 

Albersheim y col. (1960) mencionan que la susceptibilidad de la pectina a la 

degradacién en amortiguadores neutros (pH 6.8) esta determinada por la presencia de 

sus metil-ésteres con formacién de compuestos insaturados. 

La despolimerizacion de la pectina puede ocurrir a pH’s neutros, o débilmente acidos 

y temperaturas elevadas.-(Hotchkiss y Hicks, 1990, Simms y col. 1995, Rolin, 1993). 

 



Estas reacciones son resumidas en el diagrama siguiente: 

pectinasasa 6 Pectinesterasas 6 
solucién acida = ; Alcalis 

LZ a 
b 

Bn 
Ac. poligaiacturénico+metanol ff: 

if 

  

  
      Tacturénico esterificado | 

  

alcalis o solucién acida 

esterasas poligalacturonasa 

a) ruptura o hidrélisis 
b) desmetilacion o desesterificacién. 

Esquema modificado de UNIPECTINE, 1969.   
También puede haber despolimerizacién de pectina con diazometano en presencia de 

pequeiias proporciones de amortiguador de fosfatos. Esto ocurre por 8-eliminacién. A 

la vez ocurre la metilacién en condiciones anhidras, aunque !a metilacién puede ocurrir 

en otros grupos hidroxilos alcohdlicos. (Inouie y col. 1987). 

Denev y Kratchanov (1996) mencionan ciertas ventajas de la desesterificacién con 

amonio, por su reaccién répida y controlada, ademas de que no hay necesidad de 

equipo especial comparado con la desesterificacién con NaOH. También se evita la 8 

eliminacién que ocurre en la desesterificacién-despolimerizacién alcalina con NaOH.



Las enzimas puras y bien caracterizadas son también una herramienta poderosa para 

romper con exactitud las uniones glucosidicas, pues actuan de acuerdo a la 

especificidad de. éstas, ya sea liberando grupos metilo de los carboxilos, o 

hidrolizando, en ciertos casos con formacién de un enlace insaturado entre el C4 y C5. 

Estas enzimas pécticas se distinguen por su preferencia al Acido péctico o pectina y 

varian segin su punto de ataque, siendo exo si el ataque es en el extremo del polimero, 

o de tipo endo si la ruptura es aleatoria dentro de la cadena. 

En 1952, Luh y Phaff reportaron la primera separacién de acidos oligogalacturénicos 

por cromatografia, y desde entonces varias técnicas cromatograficas se han utilizado 

en escala analitica (Hotckiss y col. 1991). Se ha utilizado desde cromatografia de capa 

fina (TLC) hasta fas cromatografias de alta presién (HPLC), pasando por filtracién en 

gel (HPGF), intercambio anidnico, fuerte y/o débil, intercambio catiénico coh o sin 

detector de pulsos amperimetros (HPAEC-PAD), fase reversa de par-idnico, 

combinadas con las cromatografias de exclusién, con mayor o menor resolucién y 

diferentes grados de polimerizacién, desde 2 hasta 50 unidades (Liu y Luh, 1978, 

Naohara y Manabe, 1992, Voragen y col 1982, Spiro y col. 1993, Hotckiss y coll 1991). 

Para un andlisis de composicién de estos oligémeros (OLGA’s) y su peso molecular, 

puede realizarse una resonancia magnética nuclear (RMN) 0 espectroscopia de masas 

con bombardeo de atomos (FAB-MS) (Tjan y col. 1974). 
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COMPLEJO ENZIMATICO PECTINOLITICO 

No es sorprendente que siendo las substancias pécticas polisacaridos complejos que 

forman cerca de una tercera parte de la pared celular en peso seco de plantas, las 

enzimas capaces de degradar tales estructuras sean tan variadas y su mecanismo de 

accion diferente una de otra. 

La clasificacién de este complejo enzimatico se presenta en la tabla 1. Habria que 

mencionar que se han encontrado enzimas que actuan sobre la regién de 

ramnogalacturonanos, o sea, en la llamada region “dura”; dentro de estas enzimas se 

han reportado las ramnogalacturonasas A y B (Beldman y col. 1996). 

Las enzimas pectinoliticas se encuentran normalmente en frutas y vegetales, pero 

también estan presentes en bacterias, levaduras y hongos, aunque un solo organismo 

no es capaz de producir todas las enzimas simultaneamente. Encontramos algunos 

organismos como hongos del género Aspergillus que producen al menos 4 diferentes 

tipos de pectinasas con diferentes actividades, dos de ellas con importancia industrial 

(tabla 2). 

11 

  
 



Tabla 1. 

CLASIFICACION DE ENZIMAS PECTINOLITICAS 

1, Desesterificantes. Catalizan la desesterificacion de los grupos metoxilo de la pectina 
para formar acido péctico. 

1.1 Pectinesterasa 

2.Enzimas despolimerizantes. 

2.1 Hidrolasas. Enzimas que hidrolizan las uniones glicosidicas. 

2.1.1 Pectinasas. Por su preferencia al substrato de pectina 

2.1.1.1 Endopectinasas. Por el tipo de ataque al azar. 

2.1.1.2 Exopectinasas. Rompen las uniones glicosidicas 

de la pectina en el final no reductor de la cadena 

2.1.2 Poligalacturonasas. Por su preferencia al substrato 
de acido poligalacturénico. 

2.1.2.1 Endopoligalacturonasas, por el tipo de 
ataque al azar. 

2.1.2.1 Exopoligalacturonasas, rompe las uniones de 
ja parte final no reductor del acido péctico. 

2.2 Liasas. Enzimas que rompen Ja unin alfa 1-4 por transeliminacion 

formando un doble enlace entre los carbonos 4-5, en el final no 
reductor de la cadena 

2.2.1 Pectinliasas. Por su preferencia a la pectina. 

2.2.1.1 endopectinliasa 
2.2.1.2 exopectiniiasa 

2.2.2 Poligalacturonliasas. Por su preferencia al acido péctico. 

2.2.2.1 endopoligalacturonliasa 

2.2.2.2 exopoligalacturonliasa. 

3. Protopectinasas. Enzimas que solubilizan la protopectina, formando pectina 

soluble altamente polimerizada. 

3.1 Protopectinasas B, C, F, L, y S 
Adaptado de Sakai, 1992 
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Tabla 2 ALGUNAS FUENTES NATURALES DE PECTINASAS 
  

Organismo 
OGL 
Plantas superiores: 

Citricos 
Tomate 
Manzana 

Hongos: 

Aspergillus niger 
Penicillium digitatum 
Fusarium solani 

Levaduras: 

Kluyveromices 

Bacterias: 

Bacillus sp. 
Erwinia aroideae 
Pseudomonas marginalis 

PE PG 

+ 

+ + 

PGL PMG PMGL OG 

+ + 
+ + + 
+ 

  

PE, Pectinestrasa; PG, poligalacturonasa; PGL, poligalacturonato-liasa; PMG, 

polimetilgalacturonasa, PMGL, polimetilgalacturonato-liasa; OG, oligogalacturonasa, OGL, 

oligogalacturonato-liasa. (Adaptado de Fogarty y Kelly, 1983). 

Existen ademas marcadas diferencias entre pectinasas microbianas con 

respecto a las enzimas de plantas. La pectinesterasa fungal es generalmente 

més resistente a agentes quimicos. Su pl y pH optimos estan en el rango acido, 

en contraste al pH alcalino de las enzimas de las plantas, dandole una ventaja a 

las enzimas fingicas en el ambito industrial (Sajjaanantakul y Pitifier, 1991). 
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La produccién de enzimas pécticas se ha levado a cabo generalmente en 

sistemas de fermentacién sumergida, cultivo alimentado o cultivos en estado 

sdlido utilizando el hongo del género Aspergillus, como A. niger, A. oryzae, A. 

wentii (Nyiri, 1968, Beckhorn y col. 1965, Solis-Pereira y col. 1993, Aguilar y 

col. 1993, Hsu y Vaughn, 1969, Cooper y Wood, 1973). 

APLICACIONES DE LAS PECTINASAS 

La principal aplicacién industrial de las pectinasas, impacta en la tecnologia de 

procesamiento de fiutas y vegetales, ya sea aumentando la produccién de 

jugos, o en la reduccién de viscosidad de concentrados, pues las propiedades 

coloidales de la pectina impiden la sedimentacién de particulas en el jugo. 

En presencia de enzimas pécticas las moléculas de pectina son hidrolizadas y 

los productos formados no retienen las propiedades coloidales de la pectina, lo 

que facilita ta rapida sedimentacion de las particulas responsables de la 

opalescencia, que pueden ser facilmente separadas por centrifugacién, 

decantacion o filtracién. 

Cabe mencionar que hay casos en que la opalescencia en los jugos es 

comercialmente deseable como el jugo y puré de tomate: aqui la presencia de 

pectinasas es indeseable. Por ello, es importante precalentar los jugos para 

destruir las pectinasas naturalmente presentes y asi garantizar la opalescencia 

del jugo. 

También son usadas en la preservacién de maderas, en la industria textil para el 

tratamiento de las fibras de lino o cafiamo y juegan un papel muy importante en 
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la fitopatogénesis. 

GENERO Aspergillus COMO MODELO DE PRODUCCION DE 

PECTINASAS. 

Desde hace 100 afios se han utilizado industrialmente a los microorganismos 

como productores de enzimas. Los hongos del género Aspergillus han tenido 

una posicién predominante al respecto. Este género pertenece a la subdivision 

deuteromicetos (Fungi imperfecti) de hongos verdaderos (division Eumicota). 

Los deuteromycetes se caracterizan por la ausencia de un estado sexual en su 

ciclo de vida. 

Aspergillus se caracteriza morfoldgicamente por la presencia de un conidiéforo 

denominado aspergilo, que consta de una hifa conidiogénica constituida por un 

“pie” y un estipite vesiculado en la parte superior. Alrededor de la vesicula se 

distribuyen una o dos capas de células especializadas que se forman de manera 

sincroénica y una capa de esporas asexuales uninucleadas denominadas 

conidios. Algunas especies de Aspergillus tienen un estado asexual 

(anamérfico) y uno sexual o perfecto (teleomérfico). 

Todas las especies de Aspergillus tienen un estilo de vida saprofito, pues son 

capaces de utilizar un rango muy amplio de materiales como fuente de nutricién 

y por ende poseen la capacidad de producir un sinnimero de enzimas. Estas 

enzimas por lo general son secretadas al medio, lo que significa que tales 

micoorganismos deben tener rutas bioquimicas para la asimilacion de diferentes 
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fuentes de carbono, de tal forma que solo se sintetizan las enzimas necesarias 

para el crecimiento en ias condiciones prevalecientes. 

Ademas, ello podria explicar la existencia de numerosas isoenzimas con 

propiedades distintas, como ia preferencia por un sustrato a un pH 6ptimo que 

se presenta en A. niger (Kuster-Van Someren, 1992). 

Este género de Aspergillus se ha vuelto un organismo modelo para estudios 

diversos, entre otras cosas, por su disponibilidad de colecciones de cepas 

mutantes bien definidas y para estudios genéticos. (Timberlake, 1990). Sus 

caracteristicas de crecimiento permiten que Aspergillus sea manejable, flexible 

y versatil en un laboratorio. Su facil preservacién y su reconocimiento como 

organismo GRAS por la FDA lo hacen ser el microorganismo preferido por 

bioquimicos y genetistas. (Oxenboll, 1994). 

Aspergillus ofrece grandes posibilidades para su explotacion biotecnolégica 

con nuevas aplicaciones tecnoldgicas y la posibilidad de hallar y producir 

enzimas nuevas. 

En el presente trabajo se utiliz6 la cepa Aspergillus sp FP180, la cual forma 

parte de la coleccién microbiana del laboratorio de fisiologia de hongos 

filamentosos. 

Aspergillus sp FP180 es una cepa de color blanco, que crece a 37°C y es 

productora de pectinasas. Las principales actividades producidas por ésta cepa 

son la exopectinolitica, endopectinolitica y liasa. 
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GENERALIDADES SOBRE REGULACION DE BIOSINTESIS DE 

ENZIMAS. 

En términos generales, las enzimas extracelulares pueden ser inducibles, 

parcialmente inducibles 0 constitutivas. Muchas de éstas hidrolizan moléculas 

poliméricas que son lo bastante grandes como para entrar a la célula, por lo que 

presumiblemente existe un nivel basal de enzima que degradara su substrato, 

generando compuestos de bajo peso molecular que puedan entrar a la célula y 

efectuar la induccién (Wisseman, 1977 Van der Veen, 1990). 

La induccién puede definirse como el aumento especifico en la concentracion 

de una enzima como respuesta a la presencia de una sustancia quimica 

determinada denominada inductor. La expresién de las enzimas est4 afectada 

por el medio ambiente pues influye en la, o las enzimas que deben ser 

formadas, asi como en la concentracién de las mismas (Sanchez y Farrés, 

1987). 

El modelo clasico de Jacob y Monod explica la induccién/represién de la 

formaci6n de enzimas en términos de una interaccién de un represor especifico 

con una region del ADN y por consiguiente se asume que activa a nivel del 

operador del ADN. Sin embargo, el control de la produccién de enzimas 

también se puede ejercer a otros niveles, desde fa transcripcién del primer 

mensajero, hasta la liberacién del péptido del ribosoma. 

Comimmente, el inductor es un sustrato del sistema enzimatico, aunque en 

algunos casos puede ser el producto de Ja reaccion. Con frecuencia, existen 
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andlogos quimicos relacionados con el inductor que estimulan también la 

formacién de enzimas (inductores gratuitos). Cuando el inductor esta ausente es 

posible detectar alguna actividad de las enzimas inducibles, llamada nivel basal 

(no inducible), donde la rapidez de sintesis de la enzima es constante. Se ha 

visto que en diversos sistemas microbiancs la mayor parte de enzimas 

inducibles (usualmente hidrolasas) son formadas de novo (Wisseman, 1997). 

Existen sistemas de control como respuesta de operones a_proteinas 

reguladoras que pueden designarse segin ejerzan un contro} positivo o negativo 

de la induccién o represién, utilizando las interacciones apropiadas entre las 

proteinas reguladoras y la pequefia molécula inductora o correpresora. 

Los genes que regulan con una funcién negativa (represor) son comunmente 

menos encontrados en hongos (Davis y Hynes, 1991, Johnston, 1987). Sin 

embargo, se ha mostrado que las propiedades generales de los mecanismos de 

regulaci6n en varios genes de levadura, como el modelo de regulacion de la 

galactosa en Saccharomyces cerevisiae, incluye un control positivo, mediado 

por una proteina que activa la transcripcién y también existe un control 

negativo que opera a nivel postranscripcional o postraduccional, por una 

proteina que reprime indirectamente la transcripcién inactivando una proteina 

activadora. Tales aspectos son similares en varios genes fungales, asi como en 

eucariotes superiores. (Johnston, 1997). 

E} uso de mecanismos regulatorios positivos, es probablemente una 

consecuencia del gran tamafio del genoma eucaridtico, ademas de ser mas 

eficiente y especifico que el mecanismo negativo. (Johnston, 1997). 
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REPRESION POR CARBONO EN HONGOS 

Usualmente varios microorganismos apagan un gran numero de genes en 

presencia de glucosa, como respuesta al ahorro de energia, afectando la sintesis 

de enzimas usadas para metabolizar otras fuentes de carbono. 

Es reconocido en bacterias que la represién es activada por fosforilacién de la 

glucosa, ésto causa una caida en Jos niveles de AMPc, la cual inactiva la 

proteina CAP, un activador de los genes de represién catabdlica. Se ha 

observado que la represién por glucosa en hongos no es mediada por la 

disminucién de niveles de AMPc (Ronne, 1995). 

Los genes cred de Aspergillus nidulans fueron identificados hace varios afios y 

han sido implicados en la represion por glucosa, indicando que el cred esta 

involucrado en un control negativo directo (Ronne, 1995, Davis y Hynes 1991 

Ruijter y Visser, 1997). Aunque la represién puede ser ejercida por varias 

fuentes de carbono, la ghicosa es probablemente la mas represiva junto con 

sacarosa, xilosa y acetato, mientras que la galactosa y el glicerol son 

intermedios, y la lactosa, arabinosa y etanol, son débilmente o no represoras 

(Ruijter y Visser 1997). 

Ademés del tipo de fuente de carbono, también la concentracion es relevante 

Esto es valido para la represién mediada por CREA, pero podrian existir otros 

mecanismos de represién como Io sefialan Ruijter y Visser (1997). 
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ANTECEDENTES DE PRODUCCION DE ENZIMAS PECTICAS. 

Ciertas substancias relacionadas estructuralmente al inductor natural en un 

sistema pueden ser mejores inductores. Por ejemplo, la &-glucosidasa es 

inducida por celobiosa, el sustrato normal, sin embargo, el metil-8 glucosido 

es mejor inductor. Tal induccién es Hamada induccién gratuita. La produccion 

de enzimas inducibles, esta estrechamente ligada al substrato utilizado como 

inductor; tal es el caso de la arabinasa, inducida por L-arabinosa, xilanasa por 

D-xilosa y galactanasa o 8-galactosidasa por D-galactosa (Cooper y Wood, 

1973). 

Se ha hipotetizado por mucho tiempo que los hongos pueden contener bajos 

niveles de celulasas constitutivas, a cuales atacan la celulosa. Este ataque 

permite la formacién de un verdadero inductor de biosintesis de celulasas 0 sea 

algunos productos intermedios de la degradacién de los polimeros como el 

disacarido celobiosa (Kubicek col. 1993). Caso similar ocurre con los productos 

de degradacién de la pectina, como el acido digalacturénico, que podria ser el 

inductor para pectin liasa en Erwinia carotovora (Tsuyumu, 1977). Para A. 

niger, el complejo de arabinasas es inducido por L-arabitol (Van der Veen, 

1990). 

En 1962 Mendels y col. encontraron que el disacarido soforosa (8 1-2 

glucobiosa) fué capaz de inducir cellobiohidrolasa I y II, y la endo-glucanasa en 

Trichoderma. Si bien, la soforosa es convertida muy rapidamente por una }- 
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glucosidasa ligada a membrana, una pequefia cantidad entra a la célula por un 

sistema de transporte activo. (Van der Veen, 1990). 

Fundamentalmente, la produccién enzimatica dependera del microorganismo 

utilizado, naturaleza y concentracién del substrato inductor, la eficiencia del 

proceso de produccién y del tipo de proceso que se utilice. La presencia de 

tales enzimas puede encontrarse en la superficie micelial o sobre la conidia. 

(Nyiri, 1981, Solis-Pereira y col. 1993, Aguilar y Huitrén, 1986) como es el 

caso de Verticillium albo-atrum y Fusarium oxysporum que producen endo- 

pectinliasa utilizando acido galacturénico (AG) como substrato (Cooper y 

Wood, 1973), 0 como Aeromonas liquefasciens que produce constitutivamente 

poligalacturonliasa sobre acido poligalacturénico en cultivo continuo y esta 

sujeta a represion catabdlica (Hsu y Vaughn, 1969), por su parte la levadura 

Kluyveromyces marxianus contiene una endopoligalacturonasa constitutiva y 

no sujeta a represion por carbono ni nitrogeno, y tampoco se encontraron otras 

enzimas pectinoliticas aparte de la endopoligalacturonasa. Schwan y col. 1996 y 

Keen y Horton, 1966 reportaron la sintesis de endopoligalacturonasas por 

Pyrenochaeta terrestris en cultivos en lote, la cual se reprime cuando medios 

de cultivo que contienen pectina son suplementadas con glucosa u otras 

hexosas en concentraciones mayores de 0.05M, pero se estimula a 

concentraciones de 0.005M. 

Por otra parte, Solis-Pereira y col. 1993 compararon la sintesis de pectinasas 

por A. niger, tanto en cultivo sumergido, como en cultivo en estado sdlido, 

donde la estimacién de productividad favorece al cultivo en estado sdlido con 

respecto al sumergido. Ademds de que en el cultivo en estado solido 
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aparentemente no hay represién por carbono, ya que la produccién de actividad 

endo y exo, no fue reducida cuando glucosa, sacarosa o AG fueron agregadas 

al medio a concentraciones mayores de 10%. Chitadron y col. 1996 reportaron 

que la fermentacién en substrato sélido fue utilizada para la produccién de 

pectinasas de Rhizopus sp mostrando gran eficiencia para la reutilizacién de 

desechos agroindustriales. 

La sintesis de poligalacturonasas de F. oxysporum muestra un efecto inhibitorio 

mediado por glucosa (Patil y Dimond, 1968). Asimismo, se menciona que la 

poligalacturonasa de A. niger esté sujeta a represién catabdlica a niveles de 

transcripcién y traduccion (Shinmyo y col. 1978, Tahara y col. 1975). 

Se han realizado estudios con Acrocylindrium donde valian la sintesis de 

endopoligalacturonasa, exopoligalacturonasa y pectinesterasa inducidas con el 

mismo substrato, donde se sugiere un mecanismo regulatorio coordinado en Ja 

sintesis de tales enzimas, diferente al modelo de represor-operador de Jacob y 

Monod en bacterias (Kimura y Mizushima, 1974). 

También se ha reportado que Candida boidinii produce enzimas pectinoliticas 

inducidas por !a presencta de pectina como fuente tinica de carbono (Stratilova 

y col., 1996) y que las Erwinias, carotovora, chrysantheniy y  aroidae, 

secretan una parte de poligalacturonato-liasa al medio de cultivo y otra parte 

permanece asociada a la célula (Moran, 1968). 

Rombouts y Pilnik [980 reportan que Xantomonas sp. produce pectinesterasa 

en forma inducible y potigalacturonato liasa en forma constitutiva. 
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Riou y col. 1991 han monitoreado la produccién de un amplio rango de 

actividades enzimaticas, entre ellas la pectinolitica del hongo fitopatogeno 

Sclerotinia sclerotiorum, demostrando que las enzimas pécticas son 

constitutivas. 

Estas diferentes actividades enzimaticas proveen a este hongo patdgeno la 

capacidad de atacar los diferentes polisacaridos que componen la pared celular 

vegetal. 

Los fendmenos regulatorios de la produccién de pectinasas ha sido muy 

estudiados en bacterias, en donde hay evidencias claras que los productos de 

reaccién de pectato liasa y exo-poli-a D- galacturonosidasa intervienen en la 

induccién sobre D-galacturonanos, los cuales son convertidos intracelularmente 

a los inductores verdaderos (Collmer y Bateman, 1982). 

Hugouvuieux y col. (1996), reportan analisis de mutantes que muestran bloqueo 

en varias etapas de la via pectinolitica, lo que ha permitido Ja identificacion de 

los verdaderos inductores intracelulares: KDG, DK] y DKII (2 ceto-3 

desoxighuconato, 5 ceto 4 desoxiuronato y 2-5 diceto-3-desoxigluconato, 

respectivamente) Ademds, varias condiciones ambientales afectan la 

produccién de pectinasas y atin no son asociadas con alguna proteina 

regulatoria. También se ha probado sintetizar andlogos de KDG como 

inductores de enzimas pectinoliticas en Erwinia (Alessi y col. 1996). 

Leone, (1990), estudio la regulacién de enzimas pécticas en Botrytis cinerea, 

donde la actividad total de poligalacturonasa fué influenciada por el tipo y 

concentracién del sustrato y por la concentracién conidial inicial. La sintesis de 

poligalacturonasa II es constitutiva. Esta enzima se encuentra en conidias no 

gemninadas y es reprimida por Acido galacturonico a una concentracién mayor 
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de 10 mM implicando una represién por retroalimentacién, mientras que la 

poligalacturonasa I no sufre represién catabdlica. 

Se ha reportado que en Fusarium roseum se presenta un fendmeno de 

induccion diferencial relacionado con el pH, describiéndose que a pH de 3.5 en 

medios que contienen pectina como fuente de carbono, se inducen -las 

endopoligalacturonasas y pectin esterasa. Esto no ocurre a pH de 6.5 (Perley y 

Page, 1971). Asi mismo, en C. boidini la mayor actividad de poligalacturonasa 

fué dependiente del pH de} medio de cultivo, usando pectina como substrato. 

La mayor actividad fué obtenida a pH 3.51 disminuyendo a un 70% y 20% a 

pH 5.49 y 7.01 respectivamente. 

Trejo-Aguilar y col. (1996) reportan que el pH afecta el patron de secrecién de 

pectinasas en Aspergillus sp FP180 y A. niger N-402 a 30 y 37°C. Asi mismo, 

Delgado y col. (1992) muestran que la actividad pectinolitica en Aspergillus 

solo se produce a valores de pH inferiores a 4.0. 

Biely y col. (1996)b reportan que Aureobasidium pullulans, conocida como 

hiperproductora de endo-1,4 B xilanasas es productora también de enzimas 

pécticas, las cuales fueron inducidas, en células crecidas previamente- en 

glucosa, por acido galacturénico y sus oligomeros, siéndo el grado de 

polimerizacién de estos fragmentos los que tienen influencia en el nivel de 

enzimas inducidas. Asi mismo, sugiere que los residuos metoxilados del acido 

galacturénico podrian tener un papel importante en la produccién de enzimas 

pectinoliticas. 
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OBJETIVO 

Considerando la importancia del complejo enzimatico pectinolitico producido 

por hongos, se plantea en éste trabajo obtener mayor informacidn sobre el tipo 

de inductores verdaderos de exo y endopectinasas de Aspergillus sp FP180. 

Objetivos particulares. 

Determinar el efecto de algunos azicares simples constituyentes de la pectina, 

del mondémero acido galacturénico y de los polisacaridos, APG y pectina sobre 

la produccién de actividades pectinoliticas en Aspergillus sp FP180. 

Determinar el efecto de diferentes concentraciones de AG sobre cultivos en 

lote de Aspergillus FP180, a fin de evaluar el efecto de inducciér o represién 

de éste sistema enzimatico pectinolitico. 

Obtener mezclas enriquecidas de oligémeros a partir de pectina y APG, debido 

a que no existen variedades de oligémeros disponibles comercialmente y su 

posterior evaluacién del efecto sobre la sintesis de enzimas pécticas. 

Obtencién de derivados metoxilados del AG para evaluar su efecto en la 

produccién de actividades pectinoliticas. 
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MATERIALES Y METODOS 

MICROORGANISMO 

El mictoorganismo utilizado en este trabajo fue un hongo blanco del género 

Aspergillus que produce pectinasas extracelulares a 37°C denominado 

Aspergillus sp FP180, el cual fue propagado y conservado en tubos con agar- 

papa-dextrosa. Para inocular los medios en las fermentaciones, se cosecharon 

esporas, raspando la superficie del medio, extrayendo con agua destilada 

estéril. La concentracion de esporas se determiné usando una camara de 

Newbawer. 

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 

El medio basal utilizado fue igual al previamente descrito por Aguilar y col. 

1981. Como fuente de carbono se utilizaron: pectina citrica, Acido 

poligalacturénico (APG), acido galacturénico (AG), ramnosa, arabinosa, 

galactosa (Sigma Chemical Co., USA), glucosa o glicerol, (J.T. Baker, S.A. de 

C.V. México) a diferente concentracién segin se indica en cada figura. En 

algunos experimentos el medio fue suplementado con extracto de levadura (EL) 

a una concentracién de 0.3%.(P/V). Todos los reactivos fueron grado analitico. 

La fuente de carbono y el extracto de levadura fueron esterilizados 

separadamente del medio basal. La esterilizacién fue llevada a cabo a 121°C y 
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15 psi por 20 min. El pH inicial de todos Jos experimentos fue de 3.4-3.6 a una 

temperatura de 37 °C y agitacién reciprocante constante de 100 golpes/min. 

INDUCCION CON ESPORAS 

El tamafio del indculo fue de 1 x 10° esporas/ml de concentracién final. El 

volumen de medio fue de 200 mi, utilizando matraces Erlenmeyer de un 

volumen de 500 ml, con agitacién constante de 100 golpes/min en un agitador 

reciprocante de 1 pulg. de desplazamiento. 

Se tomaron muestras de aproximadamente 10 ml a diferentes tiempos para 

cuantificarles las actividades pectinoliticas correspondientes y el peso seco. 

INDUCCION CON MICELIO 

Se utilizé micelio no inducido, pre-crecido en matraces de cultivo con 

capacidad de 2,500 mi conteniendo un litro de medio basal mas ghucosa 1% y 

extracto de levadura 0.3% a 37°C y 100 golpes/min durante 15 h. El micelio 

obtenido fué lavado exhaustivamente en condiciones asépticas con solucion 

isotonica de NaCl (0.85%) y transferido a medios nuevos con las 

correspondientes fuentes de carbono (0.5% final), en matraces Erlenmeyer de 

capacidad de 250 ml., con un volumen de medio de 50 ml e incubandose 

durante 45 horas. En las mismas condiciones y concentraci6n inicial de inéculo 

en todos los ensayos. Se tomaron muestras a diferentes tiempos en volumen 

necesario para cuantificarles posteriormente las actividades pectinoliticas 

correspondientes y el peso seco. 

2 

 



ACTIVIDADES PECTINOLITICAS 

La actividad exopectinolitica presente en el medio fue evaluada por la cuantificacion 

de los azticares reductores producidos a partir de una solucién de pectina al 1.0%, 

después de la incubacién a 45°C durante 20 min. a pH de 5.0. Una unidad de 

actividad exo pectinolitica fue definida como la cantidad de enzima que catalizé la 

formactén de 1.0 pmol de acido galacturénico (AG) bajo las condiciones de ensayo. 

La actividad endopectinolitica producida en medio liquido fue medida por el cambio 

de la viscosidad en una solucion de pectina al 1.0%, a pH de 4.2, a una temperatura 

de 30°C, en un viscosimetro de Oswalt (CANNON 200 651 IY). Una unidad de 

actividad endopectinolitica fue definida como la cantidad de enzima que redujo en 

un 50% la viscosidad de la solucién de pectina, en un tiempo de 10 min. (Aguilar y 

col. 1991). 

CRECIMIENTO CELULAR 

El crecimiento celular fue determinado como peso seco, para lo cual se tomaron 

muestras de 10 ml cada 24 horas y se filtraron a través de una membrana milipore de 

5.0 ym, previamente pesada. La biomasa retenida en la membrana fue secada en una 

estufa a 90°C hasta obtener un peso constante. 
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MEDICION DE GRUPOS REDUCTORES 

Fueron determinados directamente en filtrados libres de células, usando el 

método de DNS (Miller, 1959). Los productos de degradacion de la pectina 

fueron expresados como acido galacturénico. Cuando otras fuentes de carbono 

fueron usadas, su concentracién en el medio de cultivo fue determinada como 

grupos reductores y expresada con el estandar apropiado. 

Todos jos experimentos realizados son el promedio de por lo menos 2 0 3 

repeticiones de los ensayos, teniendo una variacion maxima de 10% 

ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE Y ACTIVIDAD “in situ” 

La electroforesis fue realizada en condiciones desnaturalizantes de acuerdo al 

método descrito por Laemmli (1970). Los geles contenian acrilamida al 10% y 

bis-acrilamida al 2.7% (Bio-Rad laboratories). Las muestras fueron colocadas 

en un bafio a ebullicién por 60 segundos, en amortiguador de muestra formado 

por SDS al 4% (Bio-Rad laboratories), glicerol al 20%, 2-mercaptoetanol al 

10% (Bio-Rad laboratories), buffer Tris-HCl 125 mM a pH 6.8 y azul de 

bromofenol al 0.005%. La electroforesis se corrié con 150 jg de proteina de 

cada muestra, a una corriente de 40 mA y por un tiempo de 0.5 a 1 ha través 

de una unidad de geles verticales de 1.5 mm Migtly Small SE-245 (Hoefe~ Sct. 

Ins. U.S.A.). Después de este tiempo los geles fueron sumergidos en solucién 

de tincién, que contenia azul de Coomasie R-250 (Bio-Rad laboratories) al 

0.125%, metanol al 50% y dcido acético al 10% durante | hora y después 

fueron destefiidos con una solucion de acido acético al 10%. 
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La actividad in situ (zimograma), fue realizada con el sustrato acoplado al gel 

de acrilamida de acuerdo a lo descrito por Cruickshank and Wade, 1980. Como 

substratos se usaron, pectina o APG a una concentracién final del 0.1% segun 

se indique en el texto. Después de la electroforesis, los geles fueron incubados 

por 14 h en acido citrico 0.1M, o amortiguador de acetatos 0.17M. a pH 4.2. Al 

término de este tiempo, los geles de acrilamida-substrato fueron retirados de la 

solucién y tefiidos con una solucién de rojo de rutenio al 0.05% (Sigma Co. 

USA) y enjuagados posteriormente con agua destilada. 

ESTERIFICACION DEL ACIDO GALACTURONICO 

Se realizé colocando en cada ensayo 155 ml de acido clorhidrico al 0.2 N en 

metanol absoluto a O°C, fueron agregados 5 g. de acido galacturénico 

monohidratado (Sigma Co. USA.) Las mezclas de reaccién fueron mantenidas 

por 66 horas a 0°C, neutralizadas cada una con diferentes volumenes de 

hidroxido de potasio 1 N en metanol (25, 35, 40, 45, 50, 60 y 70 ml) y el 

precipitado (material no esterificado) fue eliminado por filtracién. El metanol 

fue destilado bajo presion reducida hasta Wegar a un volumen de 10 ml 

aproximadamente. Este volumen fue agregado a 90 ml de eter. El producto 

resultante fue cristalizado con una mezcla de dioxano metanol (2:1). (Jansen y 

Jang, 1946). 

Estos 7 productos fueron analizados por cromatografia en capa fina, con varias 

mezclas de solventes, RMN y/o infrarrojo y usados como tnica fuente de 

carbono en las fermentaciones subsecuentes con micelio no inducido. 
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CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA 

La cromatografia en capa fina se Ilevo a cabo sobre placas de silica gel 60 de 

0.25 mm (Kieselgel 60, Merck, México) utilizando varios solventes para 

oligogalacturénidos saturados e insaturados, metilados y no metilados y 

revelados con wna solucién de H»SO, al 10% en metanol calentando la placa 

durante 5 minutos en una estufa a 100°C. 

Los solventes utilizados para oligogalacturénidos saturados fueron: acetato de 

etilo, acido acético, agua (2:1:2 v/v) o n-butanol, ac. acético, agua (50:12:25 

v/v). Para metiloligogalacturénidos saturados e insaturados se us6: n-propanol, 

agua, acetato de etilo (7:2:1) o butanol saturado con agua. Para 

oligogalacturénidos esterificados: propanol y agua (7:2), 0 n-butanol, acido 

formico, agua (2:3:1) segin sea el caso. Se tomaron como estandar al acido 

galacturonico y a la pectina. asi como los Rf de referencias bibliograficas de 

mono, di, tri, tetra, pepta y hexaglacturénicos. (Kester y col. 1990). 

DIGESTION DE PECTINA 

Se realizaron digestiones quimicas, enzimatica y microbioldgica de la pectina: 

Digestién quimica. 

A una solucién de pectina de 10% de metoxilo, se le ajusté el pH, a 2.5, 3.5, 5, 

6, 7, 8, 9 y 10, con H,SO4 0 NaOH segun el caso, La hidrdlisis se Hevé a cabo 

a 121°C durante 15 minutos. La pectina residual no hidrolizada se elimind 

centrifugando a 300 rpm por 5 minutos, después de precipitacién con ZnSO, 

(9%) y NaOH (0.5N). Los productos de degradacién se analizaron por 

cromatografia en capa fina y por grupos reductores. 

Estas mezclas de productos de la digestion, se utilizaron como dnica fuente de 
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carbono en ensayos de induccién. 

Digestién enzimatica. 

Se utilizaron pectinas de diferentes grado de esterificacién (7.5, 8 y 10%) y 

acido poligalacturénico al 1%, en un volumen de 50 mi. Se colocaron en un 

baiio a temperatura de 40°C durante 10 a 15 minutos para homogenizar la 

temperatura inicial. Posteriormente se realizé la hidrdlisis, ya sea con la enzima 

pectinasa de Rhizopus sp. (EC 3.2.1.15) (Sigma Chemical Co.) o un 

concentrado de pectinasas del propio Aspergillus sp FP180. Se tomaron 

muestras a tiempos 0, 20 y 40 minutos y posteriormente cada hora durante 8 

horas. Cada muestra fue colocada en hielo y se precipité la pectina 0 acido 

poligalacturénico residual segiin sea el caso, como se describié anteriormente. 

Se cuantificaron los grupos reductores totales y se realizo una cromatografia en 

capa fina. 

Estas mezclas con productos de digestién enzimatica, con o sin pectina 

residual, se utilizaron como tnica fuente de carbono en ensayos de induccién, 

en las condiciones iniciales descritas anteriormente. 

Digestién microbiolégica. 

Se realizaron 3 digestiones de la pectina con la cepa de Aspergillus sp FP 180, 

inoculando con esporas (2x10° esporas/m! de medio) con medio minimo y 

pectina como Unica fuente de carbono. Al término de 8, 12 o 24 h 

respectivamente se tomo el extracto libre de células de cada uno de los 

cultivos, reformulando este extracto para fermentaciones posteriores, y 
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empleado como iinica fuente de carbono. Paralelamente se utilizaron muestras 

con pectina residual precipitada. 

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR E INFRARROJO 

Se realiz6 en el Instituto de Quimica, UNAM, un espectro de r.m.n. H! y C3, 

de algunos productos de la esterificacion de acido galacturénico, los cuales 

fueron medidos en solucién de D,O a 220 Mhz. (Garcia, 1997, comunicacién 

personal). 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

UTILIZACION DE ESPORAS COMO SISTEMA DE INDUCCION 

Se evalu6 el crecimiento de Aspergillus sp FP180 y su produccién de enzimas 

pectinoliticas sobre pectina (P), Acido poligalacturénico (APG) y Acido 

galacturénico (AG). Asi mismo se determiné la acumulacién de productos de 

degradacion de los polisacaridos mencionados (Fig 5). 

Como puede ser observado en esa figura Aspergillus sp FP 180 tuvo un escaso 

crecimiento cuando se utilizo APG y AG a una concentracion final de 1% como 

fuente de carbono, mientras que en pectina crecié 6 veces mas, siendo su 

maximo crecimiento a las 72 h. 

En presencia de pectina se observo una acumulacién maxima de productos de 

su degradacién a Jas 24 h los cuales desaparecen posteriormente (Fig. 5). En el 

caso del APG, se acumularon los productos de degradacién a partir de 24 h 

hasta Hegar a 6.76 mg/ml a las 96 h. Por otro lado, cuando el AG es la unica 

fuente de carbono, se consumié aproximadamente un 11% en las primeras 48 h 

manteniéndose sin cambio el resto de la fermentacién. 

Es necesario hacer notar que el AG, no es consumido en grandes proporciones 

como se podria esperar. Mientras que con APG como sustrato, Aspergillus sp 

FP180 genera productos de hidrélisis, probablemente mondmeros entre otros, 

los cuales se producen en mayor medida que los que se consumen, puesto que 

hay una acumulacion neta. 

La actividad exopectinolitica, cuando el APG es la Unica fuente de carbono, 

ilegd a un maximo a las 72 h casi 5 veces mayor que cuando la pectina fue la 

tunica fuente de carbono. Por lo tanto, se observé un mayor rendimiento de 
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Fig 5. Fermentacién de Aspergillus sp FP180 en un medio basal 
suplementado con diferentes fuentes de carbono, a una concentracién 
final de 1%. A) Crecimiento, B) Grupos reductores C} Actividad exo 

especifica D) Actividad endo especifica. 
Pectina (@) APG (@), y AG (A). 
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produccién de enzimas de tipo exo en este polisacdrido no metoxilado, 

probablemente por la liberacién paulatina de oligémeros. En cambio, no se 

Tegistr6 actividad exo cuando el substrato es AG, debido probablemente a la 

alta concentracién de este monomero en el medio (Fig. 5C). 

La actividad endo por Aspergillus sp FP180 solo se induce cuando esta 

presente la pectina como unica fuente de carbono (Fig. 5D). 

Se realizé un monitoreo mas detallado de la acumulacién de productos de 

degradacion de la pectina y se observé que tal degradacién se lleva a cabo 

entre las 18 y 24 h de fermentacién (Fig. 6), probablemente debido a la 

presencia de pectinasas conidiales y de micelio. Se ha reportado que en 

Aspergillus sp. (Aguilar y Huitrén, 1993) las conidias no germinadas presentan 

pectinasas constitutivas de tipo exo sugiriéndo su participacién como 

generadoras de los inductores verdaderos de las pectinasas extracelulares. De 

igual manera, se ha descrito que en Trichoderma reesei existen B-glucanasas 

en conidia y micelio, siendo éstas enzimas responsables de iniciar “in vitro” la 

degradacion inicial de celutosa, que resuitan en la formacién de productos que 

inducen a otros componentes del sistema celulolitico. También se ha reportado 

que la degradacién de pectina por B. cinerea es iniciada por ta accidn de 

pectinasas localizadas en la conidia (Leone y Vanden Hevel, 1987). 

Para determinar el efecto de la concentracién del AG sobre la produccién de la 

actividad exo, se evaluéd el crecimiento de Aspergillus en diferentes 

concentraciones de AG. 

Como se observa en la figura 7, el crecimiento de Aspergillus sp FP180 a las 

48 h, cuando el AG se utilizé a una concentracién de 0.5%, fue 
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aproximadamente el doble que el obtenido cuando este sustrato se us6 a una 

concentracién de 1%. (Fig. 7A). A su vez, cuando estuvo presente el AG al 

0.2%, el crecimiento fue similar al obtenido con una concentracién de 0.5%.A. 

las 48 h de cultivo la actividad exo fue de 10 y 7 U/mgPS con ‘las 

concentraciones de 0.5% y 0.2% respectivamente. 

No se produjo actividad exo (Fig. 7B). ni endo cuando el AG se encuentra a 

una concentracion de 1%. Esto indica que a esa concentracion la sintesis de 

exopectinasas fue reprimida, mientras que concentraciones de 0.5% o menos, 

inducen la sintesis de enzimas exopectinoliticas. 

Esta disminucién de la concentracion favorecié la produccién de actividad exo, 

fo cual soporta Ja idea que con una concentracién baja de mondmeros u 

oligémeros intermediarios no metoxilados a partir de APG como tnica fuente 

de carbono, se obtiene una alta actividad exopectinolitica. 

A pesar de que también se indujo las enzimas de tipo exo en presencia de AG 

al 0.2%, su crecimiento se vid afectado desde las 24 h por falta de fuente de 

carbono. Este problema podria eliminarse si el cultivo se hace bajo condiciones 

de cultivo alimentado, como Io han sefialado Aguilar y Huitron (1986). 

No se detect6 actividad endopectinolitica en ninguna concentracién de AG, 

indicando que ese monosacdrido, principal componente de las sustancias 

pécticas, no induce esta clase de enzimas. 

El consumo de sustrato, presente a una concentracién de 1% fue 

aproximadamente un 11%, mientras que al utilizar una concentracién de 0.5%, 

el AG fue consumido casi en su totalidad a las 72 h; cuando la concentracién 

fue de 0.2% es consumido casi totalmente a las 24 h. 
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Dado que con algunas fuentes de carbono tanto el crecimiento como el 

consumo fueron pobres, se decidié adicionar extracto de levadura (EL) al 

medio de cultivo a una concentracién de 0.3% (Fig. 8) con el fin de evaluar la 

produccién de enzimas pécticas en condiciones favorables para el crecimiento 

de este microorganismo. 

En todos los casos en los que se adicionéd el EL, o bien el EL sdlo,. el 

crecimiento del microorganismo fue estimulado. Cuando se adiciona el EL al 

AG 0 al APG, el crecimiento se incrementa aproximadamente unas 4 veces 

(Fig. 8A). 

Cuando se utilizs EL como tinica fuente de carbono, el crecimiento iniciat de 

Aspergillus sp FP180 fue ligeramente mas lento que para la pectina tomada 

como control, pero al final de la fermentacién (96 h) se alcanzé la misma 

cantidad de peso seco que el control. 

Cuando la pectina se encontré combinada con EL (P/EL), el crecimiento de 

Aspergillus sp FP180 es aumentado un 60% (medido a las 96 h) en 

comparaci6n a la pectina sola. 

A diferencia del medio que contenia solo AG al 1%, el cual se consumio un 

11%, la mezcla de este con el EL, es consumido un 75%. Por otro lado, con el 

APG/EL como sustrato los grupos reductores se acumulan més pronto que en 

APG solo, para después consumirse casi completamente (Fig. 8B). 

En las primeras 48 h, la actividad exo ya sea con APG 0 con APG/EL, se 

indujo paralelamente. Por otra parte, a partir de las 48 h en el medio que 

contiene APG/EL se registré una disminucién de actividad muy considerable, 

lo que corresponde con el aumento de pH a partir de las 24 h donde Nega al 
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TIEMPO DE FERMENTACION (horas) 

Fig 8. Efecto de ja adicién de extracto de levadura a los cultivos 

de Aspergillus sp FP180, creciendo sobre pectina, APG y AG al 1.0% 

A) Peso seco, B) Grupos reductores C) Actividad exo especifica, 

D) Actividad endo especifica, €) Perfil de pH 
APG/EL (@), E.L (@),Pectina (C1), APG (O), PectinEL (A), AG &. 

AGIEL (¥ ). 
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finalizar la fermentacién a 7.65. Esto podria indicar un efecto negativo del pH 

sobre la produccién de actividad exo, similar al observado con la pectina 
adicionada con extracto de levadura. Estos efectos del PH sobre la sintesis de 
exo pectinasas han sido previamente descritos por Aguilar y col. 1991 y 

Delgado, 1997. 

Cuando estuvieron presentes los polisacaridos con o sin EL, la actividad exo 

fue similar en las primeras horas de fermentacién, en donde el pH no varié 
considerablemente. Después de las 48 h existid un aumento de pH y una 
disminucién de actividad en el substrato que contiene EL, lo que nos hace 

suponer que el EL no influy6 en la produccién de pectinasas, pero si promovié 

el crecimiento del microorganismo. 

La actividad endo, solo se produjo cuando esté presente pectina como unica 

fuente de carbono; sin embargo, en presencia de EL (P/EL) se vid reducida casi 

un 90%, reflejando su alta sensibilidad al pH del medio. Esto lo han Teportado 

Aguilar y col. 1991 y Delgado y col. 1993 donde la actividad pectinolitica en 

Aspergilllus sp. no se produce a valores de pH superiores a 4. 

Después de concluir que el AG, principal constituyente de las sustancias 

pécticas, influy6 en la induccién de pectinasas, fue interesante evaluar también 

a la ramnosa, azicar que forma parte de la region dura de jas sustancias 

pécticas en una proporcién considerable, ademas de que modifica su estructura. 

Asi entonces, se crecié a Aspergillus sp FP180 con ramnosa al 1% como tnica 

fuente de carbono, la cual no fue asimilada y por tanto no hubo crecimiento ni 

actividad alguna (Fig. 9). Cuando estuvo combinada con pectina (P/R), ambas a 
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una concentracién de 0.5%, la ramnosa es consumida completamente a las 72 h 

de manera similar al consumo de AG al 0.5%. 

Por otro lado, cuando la combinacién fue de AG/R, el crecimiento’ de 

Aspergillus sp FP180 es suprimido completamente; luego entonces, no se 

TegistrO ninguna de las 2 actividades analizadas. Esto podria deberse a la 

concentracién de 1%, la cual es posible que limitaria el transporte de estos 

compuestos. 

La actividad exo, es reducida aproximadamente un 60% cuando se encontrd 

pectina mas ramnosa (P/R) en comparacién a la que se obtuvo en pectina sola, 

sugiriendo una represién por carbono, ya que ja actividad empezé después de 

las 24 horas. Esto hace suponer que fue preferida la ramnosa a la pectina en las 

primeras horas. 

La actividad endo se presentd solo cuando existe pectina en el medio; sin 

embargo, cuando estuvo presente la combinacién de P/R, la actividad es 

disminuida un 90%. 

El crecimiento del microorganismo cuando el APG con o sin ramnosa se 

encuentra como unica fuente de carbono, fue muy pobre por lo que no se 

registro actividad alguna. 
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TIEMPO DE FERMENTACION (horas) 

Fig 9, Efecto de la ramnosa sobre la produccién de enzimas 
pectinoliticas en Aspergillus sp FP180 crecido en P, AG solos o 
combinados con ramnosa. 

A) Peso seco, B ) Grupos reductores, C) Actividad exe especifica, 
D) Actividad endo espectiica 

Pectina 1% (Q), pectina 0.5%/ramnosa 0.5% (Q), ramnosa 1% (A), 
AG 0.5% (©), AG 0.5%/ramnosa 0.5% (7). 
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OBTENCION DE PRODUCTOS DE HIDROLISIS Y SU EVALUACION 

COMO INDUCTORES 

Como se ha mencionado, los productos de hidrdlisis de la pectina, dada su 

complejidad, podrian ser muy variados, ya sea por su grado de polimerizacion, 

beta eliminacion o hidrdlisis, por la cantidad de grupos metoxilo y su 

distribucién a fo largo de ja cadena, por los azticares constituyentes, 

ramificaciones 0 co.abinacién de estas caracteristicas, las cuales hacen dificil la 

obtencién de oligémeros bien caraterizados y en cantidades suficientes para ser 

utilizados como inductores de pectinasas. 

Ya que no existen en el mercado comercial variedades de estos oligémeros, se 

plantearon 3 estrategias para obtener mezclas de productos de hidrdlisis de 

bajo peso molecular para probarlos posteriormente como posibles inductores. 

Asi entonces, se realizaron hidrolisis de los polisacaridos por métodos 

quimicos, en condiciones acidas y alcalinas, métodos enzimaticos, donde se 

utilizaron pectinasas de Rhizopus (Chemical Sigma Co.) y un concentrado 

enzimatico de Aspergillus sp FP180; y métodos microbioldgicos, utilizando al 

mismo microorganismo como productor de oligémeros. Estos productos se 

obtuvieron a partir de filtrados libres de células de cultivos de Aspergillus sp 

FP180 sobre pectina en tiempos cortos, pues, como ya se ha sefialado, existe 

una acumulacién de productos de hidrélisis en las primeras 24 h de 

fermentacién, los cuales podrian actuar como inductores de pectinasas. En este 

caso, se tomaron los tiempos de 8, 12 y 24 h de crecimiento de Aspergillus sp 
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FP180. 

Se mencionara primero la digestion de la pectina por via quimica, realizada en 

un amplio rango de condiciones, tanto acidas como alcalinas. 

Se observé el perfil de degradacién mostrado en la fig. 10, teniendo como 

control a la pectina no hidrolizada. Como se puede observar, a partir de la 

digestién a pH 6 y en todo el intervalo alcalino hubo mayor liberacion de 

grupos reductores, comparandolos con los hidrolizados Acidos, teniendo el 

maximo valor a pH 8 y 9. 

El mecanismo de hidrdlisis de la pectina esta modulado por reacciones 

competitivas entre pH y temperatura (Renard y Thibault, 1996). A valores de 

pH alcalinos la hidrélisis se llevé a cabo, principalmente por beta eliminacién y 

desmetoxilacion. Asi entonces, las digestiones alcalinas obtenidas serian 

mezclas de oligémeros insaturados y/o desmetoxilados, con pectina residual 

que no fue hidrolizada. 

Cada una de las mezclas provenientes de las digestiones quimicas a pH 6, 7, 8, 

Fy 10 (Q6, Q7, Q8, Q9, Q10, respectivamente) se utilizé como unica fuente de 

carbono para probarlos en ensayos de induccién a partir de conidias de 

Aspergillus sp FP180 en mismas condiciones iniciales descritas en material y 

métodos. Estas mezclas fueron analizadas por cromatografia en capa fina. 

E) crecimiento del microorganismo, cuando fueron utilizadas las mezclas Q6 a 

fa Q10, fue aproximadamente la mitad del control, excepto la mezcla Q8, la 

cual atin tuvo un crecimiento menor. (Fig. 11 A). 

En la fig. 11B se muestra que hubo un aumento de grupos reductores cuando se 

utiliz6 como unica fuente de carbono, Q8, Q9 y QI0. Mientras que -los 

48 

  
 



Gr
up

os
 
Re
du
ct
or
es
 
(m
g/
ml
 2.0   

1.5 7 

1.0 - 

0.5 + 

0.0 El 
Control 2535 5 6 7 8 910 

          

perfitde pH 

Fig. 10 Grupos reductores liberados a partir de la pectina por digestion 

quimica, en condiciones dcidas y alcalinas a una temperatura de 

120°C durante 15 minutos. El control es pectina al 1% sin hidrolizar. 

  

 



  
  

    

  

  
  

  
  

        
  

5 3 (8 
3, Ai § 44 B 
= Se 34 
2 2S | 

5 Le 7 Se 2 § ge 4 
5 2 0 BAW. 

6 C Q6 Q7 Q8 a9 Q10 C Q6 Q7 a8 a9 a0 

pH pH 

Gg @ 0.75 
a. a 

g? 6 - C| 2? D 
oD 65 0.50 - 
BT 4d By 

3g Se 0.255 
2327 33 

8 0 2) 8 0.00 ZZA__—_2272. 
Cc Q6 Q7 Q8 Q9 Q10 C Q6 Q7 Q8 Q9 Qi0 

pH pH - 

Fig 11. Efecto de productos de hidrélisis de la pectina por via quimica como fuentes de carbono sobre 

cultivos de Aspergillus sp FP 180. A) Crecimiento, B}) Grupos reductores, C) Actividad exo especffica, 

D) Actividad endo especifica, (C) Control. 

sO 

   



hidrolizados Q6 y Q7 alcanzaron menos de | mg/ml, al igual que la pectina 

tomada como control. Se puede observar que la mezcla de productos inicales 

de la fermentacién, obtenidos en Q8, Q9 y Q10, fue hidrolizada atin mas en el 

transcurso de fos ensayos de induccidn. Esto pudiera afectar la produccién de 

actividades pectinoliticas, pues la concentracién mayor de grupos reductores 

podria reprimir la actividad exo (Fig. 11). 

Al evaluar los productos de fa digestién Q6 y Q7, donde existen menos grupos 

reductores, se estimuld la actividad exo un 45% y 55% respectivamente, con 

respecto al control, lo que apoyaria lo anterior (Fig. 11C). 

La actividad pectinolitica de tipo endo (Fig. 11D) fue insignificante cuando los 

hidrolizados Q8, Q9 y Q10 fueron tomados como unica fuente de carbono; en 

cambio, cuando estuvo presente la mezcla de Q7, fue ligeramente mayor al 

control, mientras que la mezcla de Q6 fue la mitad, comparada con el control. 

Las cromatografias en capa fina de las mezclas Q6 y Q7, nos indican que 

contienen productos oprincipalmente metoxilados resultantes de la 

despolimerizacion de la pectina, podrian inducir la actividad endo, como se 

aprecia en la fig.11D. Mientras que los oligémeros de Q8, Q9 y QIO fueron 

desmetoxilados, los cuales afectarian probablemente la actividad endo (Fig. 

11D). 

Ya que la pectina residual y/o los oligomeros de las mezclas obtenidas por via 

quimica podrian ser hidrolizadas de nuevo en el transcurso de las primeras 

horas de fermentacién e influir en la induccién de pectinasas, se observé 

paratelamente el efecto de los oligomeros sin la influencia del polisacarido 

residual no hidrolizado que fue eliminado por precipitacién antes de probarlos 
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en ensayos de induccién. Las mezclas precipitadas Q6P, Q7P y Q8P 

corresponden a las obtenidas a pH de 6, 7 y 8 (Fig. 12). 

El crecimiento de] microorganismo, se mantuvo similar entre los hidrolizados, 

pero siempre menores al control. (Fig. 124). Se observé una considerable 

disminucién de grupos reductores cuando la mezcla de la digestién alcalina 

estuvo sin pectina residual (Q8P); los demas no mostraron cambio alguno (Fig. 

12). 

La actividad exo producida cuando se utiliz6 como sustrato la mezcla Q8P-fue 

similar al control, contrastando cuando este sustrato tuvo la pectina residual 

(Q8), asi entonces podemos sugerir que la cantidad de grupos reductores 

presentes en el medio afecté la produccién de actividad exopectinolitica. En 

cambio Ja actividad exo se mantuvo sin cambio aparente cuando se utiliza la 

mezcla Q6P y Q7P. 

Cuando Aspergillus sp FP180 fue crecido con la mezcla Q8P, no se detectd 

actividad endo, mientras que para la mezcla Q6P la actividad endo fue el doble 

con respecto el control. 

Con la mezcla Q7P aumentd la produccion de actividad endo en un 25% con 

respecto al control. Esto podria ser resultado de la induccién directa de los 

oligémeros solos. No hubo diferencias significativas comparando tos resultados 

de Q7P a los obtenidos con Q7. 

Con los datos hasta aqui expuestos, podemos considerar que los oligémeros 

metoxilados favorecieron la produccién de pectinasas de tipo endo mientras 

que los productos no metoxilados, estimularon la produccién de actividad exo. 

Asi mismo, la concentracién de grupos reductores afecté la produccién- de 
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actividad exo, como se puede observar en las Fig. 11 y 12. 

Por otro lado, siguiendo nuestro primer planteamiento, se realizé la digestion 

por via enzimatica. Primero se efectuaron digestiones del APG y de pectinas de 

7.5, 8.6 y 10% de metoxilo (52, 56 y 61% de esterificacion, respectivamente), 

con pectinasas de Rhizopus (Chemical Sigma Co.) y con el extracto enzimatico 

de la misma cepa, Aspergillus sp FP180. Inmediatamente se utilizaron estas 

mezclas de oligomeros en ensayos de induccién. 

Los productos de estas digestiones fueron analizados cualitativamente por 

cromatografia en capa fina, tomando como estandar al AG. Se observé que los 

productos de hidrélisis tuvieron valores de Rf de 0.35 a 0.83 que 

corresponderian de acuerdo a valores reportados por Kester y col 1980 a un 

grado de polimerizacién entre 6 y 2. 

Los experimentos anteriores apuntan a que los derivados metoxilados 

favorecen la sintesis de pectinasas, particularmente [a endo y una baja 

concentracién de oligémeros de las sustancias pécticas favorecen Ja produccién 

de actividades de tipo exo; es por ello que se continué con el planteamiento 

descrito anteriormente. 

Finalmente, se realizé la propuesta para obtener mezclas de oligomeros por via 

microbiolégica. Asi entonces, se utilizaron como tnica fuente de carbono los 

filtrados de células que previamente se obtuvieron de 3 diferentes cultivos de 

Aspergillus sp FP180 en pectina. Cada uno éstos fué hidrolizadas “in vivo” 

durante 8, 12 0 24 h (M8, M12, M24 respectivamente). Los filtrados libres de 

células fueron usados como fuente de carbono, reformulandolos en medio 

minimo, a una misma concentracién de grupos reductores y a las mismas 
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condiciones mencionadas en todas las fermentaciones. 

El crecimiento de Aspergillus sp FP180 en los ensayos de induccién no mostré 

practicamente cambio alguno con respecto a la pectina como control. 

Las actividades especificas exo y endo cuando se utilizé cada uno de estos 

filtrados (M8, M12 y M24) no representaron variaciones significativas en la 

estimulacién de cualquiera de las actividades, si se comparan con el control. 

Hay que recordar que el tiempo en que el microorganismo acumulo grupos 

reductores fué un lapso muy corto, entre las primeras 18 y 24 h, para ser 

consumidos posteriormente; muy probablemente la produccién de oligémeros, 

por esta via, fué limitada, interviniendo todo ello en el andlisis de resultados 

sobre la produccién de pectinasas. 

Paralelamente se llevé a cabo la eliminacién de la pectina residual de ‘los 

filtrados M8, M12 y M24 correspondiendo a M8P, M12P y M24P 

respectivamente. Estos se probaron en ensayos de induccién. 

Con estas mezclas, utilizadas como unica fuente de carbono, aunque es 

ligeramente afectado el crecimiento (12%), se presenté actividad pectinolitica 

de tipo endo y exo, sin cambios significativos comparandolos con el control. 

Estos datos nos reflejan el papel de los productos de hidrélisis metoxilados 

como probables inductores de pectinasas de tipo endo. 

De acuerdo a lo anterior, fué claro que este microorganismo responde ante. las 

diferentes condiciones del sustrato inicial, asi como su concentracién y tipo y 

grado de polimerizacién. : 

Existid un efecto muy marcado de la concentracion de grupos reductores y 

productos no metoxilados sobre la produccién de exopectinasas extracelulares. 

55 

 



Obervamos que existid sensibilidad al pH del medio en la produccién de 

endopectinasas; todo indica que los productos metoxilados jJuegan un 

importante papel sobre la produccion de las endopectinasas. 

Lo mismo ocurre con las conidias no germinadas, sobre los productos probados 
como probables inductores al inicio de nuestros ensayos de induccion, sin por 

lo pronto definir los nuevos productos que afectaron en el analisis de 

resultados. 

Este panorama general nos levé a buscar més informacion sobre’ el 
comportamiento de Aspergillus sp FP180 en un sistema menos complejo y 

completar nuestros hallazgos sobre la produccion de actividades pectinoliticas. 

UTILIZACION DE MICELIO COMO OTRO SISTEMA DE INDUCCION 

Debido a la presencia de actividad pectinolitica de tipo exo en las conidias, 

utilizamos el micelio como otra alternativa de inducci6n. 

Se selecciond la fase exponencial entre otras fases de crecimiento analizadas, al 

término de 15 h de cultivo se presentaron una mayor produccién de actividad 

pectinolitica. 

Se iniciaron los experimentos de induccién, precreciendo Aspergillus sp FP180 

en glucosa durante 15 h a las mismas condiciones descritas en material y 

métodos. Al final de este tiempo el micelio se lavé exhaustivamente y las 

células fueron transferidas a medio basal, con los substratos que se estudiarian 

como probables inductores de pectinasas. 

Se analiz6 el efecto de 2 concentraciones diferentes (0.5 y 1%, concentracion 

final) de pectina, APG y de AG, en la produccién de actividad pectinolitica. 
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(Fig. 13 y 14). 

Cabe indicar que también se realizaron ensayos sin fuente de carbono, de 

nitrégeno o en ausencia de ambos, con o sin cicloheximida. En ningun caso se 

detecté actividad pectinolitica. Asi mismo se hizo el control con pectina mas 

cicloheximida, como fuente de carbono, sin detectarse actividad alguna. Esto 

confirma que efectivamente no hubo acumulacién de actividad en el 

crecimiento previo en glucosa, de manera que la actividad obtenida en estos 

experimentos se podria considerar como sintesis “de novo”. 

Cuando los sustratos estuvieron a una concentracién inicial de 1%, el 

crecimiento de Aspergillus sp FP180 a las 48 h fué similar con e! AG o con el 

APG utilizados como tnica fuente de carbono (Fig.13A). 

EI AG se consumid un 50% mientras que con ef APG se acumularon grupos 

reductores a las 24 h para ser consumidos casi totalmente a las 48 h de cultivo 

(Fig. 13B). 

El micelio no inducido, cultivado en APG mostré un adelanto en la 

acumulacion de grupos reductores, pués a las 24 h se acumularon 4 mg/ml que 

se consumen rapidamente. En este tiempo se produce la maxima actividad 

exopectinolitica y a partir de ese momento se obtuvo una ligera produccién de 

actividad endo (0.1 U/mg PS) comparada con 1.3 U/mg PS obtenida para 

pectina como sustrato al mismo tiempo (Fig. 13). 

Cuando el AG se encontré como tnica fuente de carbono, no se registré 

actividad exo ni actividad endo, sugiriendo también, que existe represién de 

estas actividades a concentracién de 1%. 
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Cuando se utiliza pectina como inica fuente de carbono, la produccién de 

actividad endo Ilegé aproximadamente a 1.3 U/mgPS a las 48 h, 

aproximadamente 3 veces mas que cuando se utilizaron conidias en la 

fermentacion. 

Es necesario destacar que la actividad endo cuando el APG es el sustrato 

utilizado como inductor, fue muy baja en comparacion con la producida con la 

pectina, siendo de un 8% aproximadamente del valor de Ja actividad endo de la 

pectina (Fig. 13 D). 

Utilizando AG a concentracién de 1% como posible inductor de pectinasas, se 

observé que, al igual que en el sistema de induccién con esporas, la actividad 

pectinolitica en micelio es reprimida por alta concentracién. Sin embargo, en 

este sistema hubo consumo de 50% de AG con un crecimiento a las 48 h de 

aproximadamente de 2.5 mg/ml, el cual fué mayor al presentado en el sistema 

de induccién anterior (Fig. 13). 

Al probar a la pectina, APG o AG a una concentracién de 0.5%, como inica 

fuente de carbono, el crecimiento fué similar en los 3 sustratos utilizados, 

ltegando todos ellos a 2 mg/ml de peso seco a las 48 h (Fig. 14A), el cual fue 

menor al obtenido con una concentracién de 1%. 

La actividad endo no se produce en ninguna de las dos concentraciones, sin 

embargo, la actividad exo si se produce cuando el AG esta a una concentracién 

final de 0.5% con un valor de 0.99 U/mg PS, el cual es comparativamente 

menor que el producido sobre pectina o APG (Fig. 14C). 
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Fig 14. Fermentacién de Aspergillus sp FP180 sobre AG, APG y pectina 

{concentracién final de 0.5%}. A) peso seco B) grupos reductores 

C) actividad exo especifica y D) actividad endo especifica. 

Pectina (@), APG (I) y AG (a). 
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Por otro lado, no hubo acumulacién de productos de hidrdélisis en APG ni 

pectina cuando cualquiera de ellos estuvo a una concentracién de 0.5% (Fig. 

14B). 

La produccién de actividad endo inducida por el APG fue muy pequefia en 

comparacion con la producida en pectina; asi mismo, en los zimogramas 

tealizados se observé una zona clara de actividad en el rango 45-50 kDa en el 

carril que contenia el filtrado obtenido cuando estaba presente el APG como 

sustrato (Fig. 17 carril d), que refleja la presencia de endopoligalacturonasas 

inducidas por este sustrato. 

EFECTO DE AZUCARES SIMPLES Y GLICEROL EN LA PRODUCCION 

DE ENZIMAS PECTINOLITICAS. 

Para integrar un poco mas estos resultados, se evalud el efecto de los siguientes 

azicares: galactosa, arabinosa, ramnosa, glucosa y glicerol (0.5% 

concentracién final) en el cultivo del micelio de Aspergillus sp FP180. Se 

analizaron los filtrados Hbres de células de cada 24 h en donde la cinética de 

crecimiento se muestra en fa Fig. 15. 

El crecimiento celular fue similar en todos los azicares, con excepcién de la 

ghuicosa, donde muestré un aumento del doble con respecto a los demas, y 

mayor en un 50% al obtenido con la pectina, tomada como control. Sin 

embargo, no se registré actividad ni exo ni endo. Asi mismo, en los 

zimogramas realizados no hubo zonas claras que indicaran produccién de 

alguna de estas actividades. Por otra parte, en los geles de proteinas se 

observaron algunas bandas, pero no en el rango de 42-54 kDa, masa molecular 

en donde se encuentran algunas pectinasas. (Fig. 17). 
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TIEMPO DE FERMENTACION (horas) 

Fig 15. Efecto de diferentes azucares simples y glicerol sobre el 

crecimiento de Aspergillus sp FP180. A) Crecimiento B) Grupos reductores. 

Ramnosa (@), arabinosa (M), galactosa (A), glucosa (¥), 

glicerol (#), pectina (O). 
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Paralelamente se analiz6 el efecto de combinaciones de AG, APG o pectina 

con o sin ramnosa, adicionada en el tiempo inicial. En la figura 16A 

observamos que la ramnosa afecté ligeramente el crecimiento del 

micoorganismo cuando este azticar se encuentra con AG, mientras que con la 

Tamnosa combinada con pectina se reduce un 50% el crecimiento del 

microorganismo. No se detecté acumulacion de productos de hidrdlisis de los 

polisacaridos probados, pero si un consumo de los mondmeros utilizados. La 

actividad de tipo exo, tanto en APG como el AG presenté una reduccién de 

actividad cuando estuvo presente la ramnosa (Fig. 16C), 6 cuando se adiciond 

ramnosa a la pectina (Fig. 16 D). 

En el caso de la produccién de actividad endo, se observé que la ramnosa 

reduce ligeramente esta actividad cuando se agrega a la pectina en el tiempo 

inicial del ensayo (Fig. 16D). Asi mismo, la actividad de tipo endo ‘fue 

reprimida cuando se adicioné ramnosa al APG, como lo muestra la fig. 16D. 

Tampoco hube estimulacion de actividad endo cuando se encuentré AG sélo o 

combinado con ramnosa. 

PERFILES ELECTROFORETICOS DE LAS ENZIMAS 
PECTINOLITICAS PRODUCIDAS POR Aspergillus sp FP180. 

La electroforesis desnaturalizante realizada de los filtrados libres de células, 

obtenidas cuando el microorganismo fué cultivado en presencia de la pectina 

como fuente de carbono, revelan unas bandas, en un rango de 

aproximadamente 45-66 kDa que en el correspondiente zimograma mostraron 

una zona clara de hidrdlisis que representan por lo menos 3 tipos diferentes de 

enzimas con actividad pectinolitica (Fig. 17 lineas 1 y a). Mientras que en 
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Fig 16. Efecto de fa combinacién de ramnosa con pectina, AG o APG 
en cultivos de Aspergillus sp FP 180. 
A) crecimiento B) grupos reductores C) actividad exo especifica 
Pectina(@}, P/R (B), Ramnosa (4), APG/R (¥), APG (©), 
AGIR (O), AG (OQ). 
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presencia de pectina mas ramnosa (P/R) se presenté una reduccién eri la 

intensidad de bandas proteicas. En el zimograma correspondiente, la zona de 

hidrolisis también se redujo (Fig. 17 linea 2 y b) sugiriendo una represién por 

carbono. Esto da lugar a una zona de hidrdlisis que corresponde a una banda 

que migré en una masa molecular de aproximadamente 48 kDa, mientras que 

las de masa molecular de alrededor de 66 kDa se reprimen por ramnosa. Esto 

indicé que fa pectina induce varias pectinasas, de las cuales, las de masa 

molecular de alrededor.de 66 kDa son reprimidas por ramnosa. 

Con el filtrado libre de células obtenidas cuando el microorganismo fue 

cultivado en presencia de APG, se observé una gama mas amplia de bandas de 

proteinas en el rango de 40-66 kDa, mientras que en el zimograma aparecié una 

zona tenue de hidrélisis que corresponde a una masa molecular de 

aproximadamente 48 kDa (linea 4 y d). Igualmente se observé una reduccion 

de bandas de proteinas cuando el filtrado tenia la combinacién de APG/R y en 

el zimograma correspondiente no aparecid ninguna zona clara de hidrdlisis 

(Fig. 17 linea 5). 

Con Ja muestra del filtrado que contenia AG como tnica fuente de carbono se 

observ6 un perfil proteico similar al mostrado con APG pero las bandas fueron 

mas fenues. También en el zimograma apareciéd una leve zona de hidrdlisis 

similar al obtenido con APG como sustrato. (Fig. 17 linea 6 y c). 

Asi mismo hubo una reduccién de bandas de proteinas cuando se encuentra la 

combinacién de AG/R (linea 7). 

En los patrones electroforéticos de las proteinas extracelulares obtenidas de 

cultivos del microorganismo con ramnosa, arabinosa o galactosa como fuente 

de carbono, el nimero de bandas proteicas detectadas en el gel de 
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Fig 7 (A) Electroforesis desnaturalizante y (B) actividad pectinolitica “in situ” sobre 

pectina de filtrados de micelio no inducido de Aspergillus sp FP 180, crecidos con 

diferentes fuentes de carbono. Linea 0 marcadores de peso molecular, linea 1 y a, pectina, 

lineas 2 y b; pectina mds rammnosa; linea 3, ramnosa; lineas 4 y c, Acido poligalacturonico, 

linea 5, acido poligalacturénico mas ramnosa, linea 6 y d dcido galacturénico, linea 7, 

acido galacturénico mas ramnosa; linea 8 arabinosa; linea 9, galactosa. 

  

 



poliacrilamida fue reducido en comparacién con las obtenidas de los 

polisacaridos o el AG, mientras que en el zimograma correspondiente, no se 

encontré ninguna zona de hidrolisis que representen actividad pectinolitica (Fig. 

17 lineas 3, 8, 9). 

EFECTO DE DERIVADOS METOXILADOS DEL AG EN LA 

PRODUCCION DE ENZIMAS PECTINOLITICAS. 

En virtud de que algunos resultados apuntan a que los grupos metoxilo de los 

oligomeros pécticos juegan un papel importante en fa actividad 

endopectinolitica, se consideré importante probar dcido metilgalacturénico. 

Como éste no se vende comercialmente, fue necesario llevar a cabo su sintesis 

quimica para producir 7 derivados metoxilados del AG, los cuales se tomaron 

como tnica fuente de carbono para ensayos de induccion. 

Todos ellos se analizaron previamente en cromatografia en capa fina, 

mostrando un corrimiento mayor con respecto al AG, sugiriendo un cambio 

quimico, ademas de que a los derivados 2, 5 y 7 se les realizé resonancia 

nuclear magnética (RNM) y/o infrarrojo, cuyos diagramas representan mas de 

un producto, entre ellos algunos isémeros y probables lactonas. (Anexo A). En 

el espectro del infrarrojo del andlogo 1, se observé un pico el cual podria’ ser 

equivalente a grupos metoxilo en el carbono 6 (1743.8 cm’). 

Se utilizaron cada uno de estos derivados como tinica fuente de carbono (Fig. 

18) en cultivos de micelio no inducido de Aspergillus sp FP180. El crecimiento 

es reducido aproximadamente un 50 a 60% con respecto al control, excepto el 

derivado 6 el cual fue imposible medir por peso seco por las caracteristicas 
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En los derivados 1-6 no se cuantificaron grupos reductores, ya que 

posiblemente la metilacion se efectud en el carbono anomérico del AG o a que 

exista otra conformacién quimica de estos derivados. Mientras que con el 

diagrama de RMN-C del derivado 2 no presenta alguna sefial que sugiera un 

grupo anomérico, sin poder precisar realmente el cambio quimico producido 

bajo las condiciones de reaccion realizados. 

Con el derivado 7 los grupos reductores iniciales fueron casi 3 mg/ml y este 

valor casi no varid en el transcurso de Ja fermentacién, a pesar de que se 

observo mayor crecimiento, comparandolo con los otros derivados. (Fig. 188). 

Con el derivado 6 como fuente de carbono la actividad exo fue 

aproximadamente 0.2 U/mgPS, mientras que las actividades de los derivados 1, 

3 y 4, tomando el 100% a la actividad del control, alcanzaron un 55, 89 y 75% 

respectivamente del control; en tanto, los derivados 2, 5 y 7 presentaron una 

actividad exo de 119, 325 y 155% respectivamente del control (Fig. I8B). 

La actividad endo solo se indujo cuando el derivado 5 estuvo presente en el 

medio como unica fuente de carbono, alcanzando su maximo valor a las 45 h 

siéndo este un 25% del registrado con pectina, en ese mismo tiempo de 

fermentacién (Fig. 18C). 

En la electroforesis desnaturalizante (Fig. 19) se pudo apreciar que los 

derivados, principalmente el num. 5, presentaron una banda en el rango de 

aproximadamente 50 kDa, correspondiendo quizas a la produccién de actividad 

endo. 

Por otro lado, las cromatografias en capa fina, confirmaron la existencia de 

productos monoméricos metoxilados, no con el grado de purificacién y 

caracterizacion deseada, pero que proporcionan alguna respuesta a -los 

objetivos planteados. 

69 

 



+66 

45 
+36 

+29 

  

Fig. 19. Electroforesis desnaturalizante de filtrados enzimaticos de 

micelio no inducido de Aspergillus sp FP180, crecido con diferentes 
derivados de Acido galacturénico como tnica fuente de carbono por 

45h a 37°C. Linea 1-6, filtrados de cada uno de los 6 derivados 
metoxilados del acido galacturénico.   

 



Se puede especular que los derivados metoxilados, y aim, el mismo enlace 

glicosidico, sean responsables de respuestas diferentes por parte del 

microorganismo, al sustrato probado como inductor de enzimas pectinoliticas. 
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DISCUSION GENERAL. 

De los resultados obtenidos en el presente trabajo, se encontré que el AG y los 

oligomeros productos de la hidrdlisis del APG indujeron exopectinasas. 

La concentracion de estos substratos influyé en Ja actividad exo, ya que a una 

concentracién de 0.5% o menor del AG, es inducida la sintesis de enzimas de 

tipo exo, mientras que a concentraciones mayores de 0.5%, estas enzimas 

fueron reprimidas. Estos resultados fueron consistentes tanto en micelio como 

en ensayos a partir de conidias, dando evidencias de la induccién de 

exopoligalacturonasas por AG u oligomeros desmetoxilados a bajas 

concentraciones. 

La induccion de endopectinasas, por el contrario, parecieran ser favorecida por 

los oligsmeros metoxilados y por el AG metoxilado, obtenido quimicamente en 

nuestro Jaboratorio. Por otro lado, se ha reportado que hay relacién dirécta 

entre el grado de metoxilacién de la pectina y una mayor produccién de 

enzimas de tipo endo, lo cual apoyaria nuestra hipétesis del papel que juega el 

grupo metoxilo en la induccién de endopectinasa, la cual presenté una masa 

molecular aproximada de 48 kDa medida por electroforesis 

Por otro lado, encontramos que el pH tuvo un efecto sobre la produccién de 

pectinasas, siendo la endopectinasa la mas afectada. 

Es posible que la actividad responsable de la degradacion inicial de la pectina 

sea una actividad preformada, que probablemente esté presente en las conidias 

y en micelio inducido que podria ser responsable de proporcionar los 

inductores necesarios para la produccién de las actividades pectinoliticas 

extracelulares en Aspergillus sp FP180. 

Se observé que Ia ramnosa, azticar constituyente de la pectina, reprimid la 
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sintesis de pectinasas entre 50 y 70 kDa, como lo muestra la figura 17, ya que 

con la mezcla de ramnosa mas el inductor, la actividad pectinolitica fue menor 

que cuando se encontré solo el inductor. En los geles de poliacrilamida se 

observ6 una disminucién de bandas proteicas cuando se encuentra la mezcla de 

ramnosa con el inductor en los cultivos de Aspergillus sp FP180. 

La produccién de actividad pectinolitica no fue inducida por los otros azticares 

constituyentes de Ja pectina, ni por glucosa o glicerol, que fueron evaluados en 

ensayos de induccién con micelio, por lo que se concluye que no hay 

pectinasas constitutivas en Aspergillus sp FP180. 

La produccién de endo y exopectinasa por este microorganismo depende de un 

balance estrechamente relacionado de la concentracién, el grado de 

polimerizaci6n y el nivel de metoxilacion del sustrato inductor. 

En relacién con los 7 derivados metoxilados obtenidos en nuestro laboratorio, 

el derivado 5 utilizado como fuente de carbono en cultivos de Aspergillus sp 

FP180 induce tanto la exo como Ia endo. De acuerdo a los resultados del 

diagrama de RMN-C se puede suponer que representa una mezcla de varios 

isomeros, entre ellos algtin compuesto con un grupo metoxilado, Al observarse 

una banda con una masa molecular entre 43-48 kDa en e] patrén electroforético 

de los derivados metoxilados, se podria suponer que corresponde 

probablemente a Ja actividad endopectinolitica. (Fig. 19). 
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CONCLUSIONES 

El AG y olig6meros no metoxilados indujeron enzimas exopoligalacturonasas. 

Esta induccién fue sensible a la concentracién de AG. Una concentracién de 

menos de 0.5% estimuld la secrecién de exopoligalacturonasas, mientras que 

una concentracién mayor de 0.5% son reprimidas. 

No se encontraron enzimas constitutivas en Aspergillus sp FP180, dado que 

aziicares probados como fuentes de carbono no resultaron en actividad alguna. 

Existié un efecto negativo del pH alcalino del medio sobre la produccién de 

pectinasas extracelulares en este microorganismo, siendo la mas perjudicada la 

actividad de tipo endo. 

La produccién de actividad pectinolitica endo fue favorecida por los sustratos 

pécticos metoxilados. La produccién de pectinasas de tipo exo, parece estar 

relacionada a la presencia de productos no metoxilados. 

Los azticares simples como la arabinosa, galactosa y ramnosa no indujeron 

enzimas pectinoliticas. 

La ramnosa reprimié enzimas pectinoliticas de una masa molecular mayor de 

50 kDa. 

Los sistemas de induccién utilizados, tanto esporas como micelio, nos dieron 
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una respuesta igualmente satisfactoria relacionada con el papel inductor. de 

sustratos metoxilados sobre las endopectinas y la induccién de 

exopoligalacturonasas por AG u_ oligémeros desmetoxilados a bajas 

concentraciones. Ademas se observ un efecto represor de la ramnosa. Existié 

una clara diferencia en el sistema de induccién a partir de esporas, donde 

ocurridé una modificacién del sustrato durante las primeras 24 horas con 

respecto al sistema de induccién a partir de esporas. 

75 

  
 



  

  

4 
0 Wde 02 Or 0g 0B oor det ovt ost ogT 002 Oee patlirsitispstocripes ptt dott berentrrrebisreder ii terirpp iri bapietrri i tiered er diy pooebi ad 

   

  

  cna’ zutL gto 

ZH OO'2 enmyeiprotd af 
0Hd Y. 

. NOLLISINOOY wots a i i 
SNT SNS 

kt 95-20 1H 
M 

€S266E 

3 2 
t
e
 

e oG 
e
a
e
 oa. 

ok 
des “SON 048 #3 yO 

. YS 
Wyn’ yarn ic 

WAH ‘tee he? a io 

fc ODOTIVNV 

    

‘ 

   



 
 

 
 

  

 
 

    
   

 

N
 

r= 
©
 

2ega‘as 
=
 

p 
8
 

Orit 095 
X
H
 

c
.
f
 

} 
Ee 

a
 

L 
<
 

E 

<
 

P
o
 

i 
o
o
 

: 
\ 

[. 

_ 
l
o
 

E42 
t= 

E . 
t 

t= 
. 

r
o
 

C 

—
 

t 
fia 

- 
t 

i
 

r 
wu 

—
 

t
t
 

F 
E 

r
e
 
O
Y
 

EB 
=r 

A
L
 

Lo 
- 

LL 
be 

f 
or62"29— 

E 
E 

OvzE"Es 
— 

E 
' 

—
 

r 
ry 

1
.
 

L 
w
o
 

E 
tt 

esea'ss 
F. 

al2"0L 
r 

rie 
eva LE 

=
 

z 
c 

t 
r 

L
o
 

U
p
i
e
n
—
e
e
E
 

S 
_
 
—
E
—
E
E
E
—
E
—
E
—
E
—
E
—
E
>
E
E
E
E
e
E
—
 

O
O
 

lo 
ro 

w
e
 

= 
E 

r 
Weis 

F oo 
[ 

0206789 ~- 
fe 

‘ 
ax 

 ogey"eg—~ 
E 

r 
Ba 

fo 
E 

a= 
E 

[ 
° 

Pio 
l
o
 

a 
a 

r& 
Ba 

E 
a 

Pa] 
br 

nes 
Eg 

H 
a
 

=
 

Lew 
t 

Bee 
J
O
B
 

i 
t 

8
8
8
 

cover” 
Poe 

to 
a
 

i 
ES 

ives 
t 

#28 
- 

r 7 

74 

 
 
 



  

oh 

0 Wed 3 2 
pitissitissitirertirg it spied Lise sia 

  
f ODOTVNV 

  

GYSE'E 

potitiit sd 
8 & 

  

elt 

Ho aug 
OSHC _INSAT0S 
genghat02h¥0 

“WR VOIRIND. 30 OM TLSNT 
Hae We J evs OOwA034 

 



  

  

08 

0 Wdd Oe - ov 0g 08 00% Oet Ort gt 0Bt 00 dee 

awed 1 tpt pe Latasterriloper dors loser terested titi lie cht a et bt 

   

  

SSLANIH 3 es . 
SHNOH 2 SHEL WLOL 

. yee azTs 13 
ZH 0°2 SNINSOVORE SNT I 

SNISSIIOHd VIVO 
NOILISINOGY NOISTIBvd J IenOg 

NT }gNdISO SNOONT 1NOd 
AV INGON SF-ZL YH 
80 02 HSKOd HO] 
NOLddd” 2 1cN0I3C : 

    

3 

"0 AVC NOLLY X34 

. 
as, SPS: O SHIL “OOv 

ZH O'SUGRI HiOTH TveiI3d5 
HR BBE" OS ASNENOSHA 

NOBHY) SAH3Sa0 

SSOL 
BE 

>. 

sae 
OF 

gS 8 Fi 

2 alld 
QSHO_4N3A TNS 

‘ snags -aonannSe Seiha Zee 
santa code Wovanes NOrgn 0s 

avin VORHEOH a0 OLNLLzSH 
PNIGIN, SALVA BAB. 

1 
4 

Ba ys FYIDHVS OQTHSCZA 

  

§ ODOTYNY 

1 WZ



ANALOGO 5 

54 BR 

UNAM 
CO SOLUBLE 

oLss 
"tS 

GBLQ* 
FG 

r
e
n
 

i692" 19> 
TsTt "a9. 
LrSe'a9 

3\\, 
    

hora hy 

961 
0L} 
092 °0it 

E
S
T
 
PLT 

LAA aT ta dal IPA WALL AY ipa ld dba 
GO PPM 460 140 420 100 80 180 

&/  
  



  

58 

  

§"20t 2°08 o'ge ay gt 
ne at mn remem nae mere ee eta ane ag, oe ae ey 

0 Wdd 3 2 € y g 9 Z a 

Leb t peta dirt 1 otis pede te   

— 

¢ ODOTVNV 

+ ¥8A, 

esos"2 
— 

  
aol gob Pie-1b S48 

WdeS BININOSS ASWd SdX= 

sens O10g “¥" YS NOTINOS 
WYNTL Suing gn AaN 

YNTGIN SLY WAG ATH 
ua FS PYTIEVS OO282032 

 



  

$8 

  

  

  

  

  

    

s2 2'68 8'¥6 [m3 
, a, 

9 Wdd 5 2 Ee y S 9 £ 8 § 

Oe ee fe ee 
cfd td 

_ | 
| 
L x : 
s 

\ 
! 

d} | 
we : 4 

~ g 
a7: 

a 3 1 

z é eet qndes BoNanOSS SSNs FaX3 

L ODOTVNY 

vorunng NOZINS 

3 cored 

eed 

 



  

  

08 

9 Wdd 02 Ov 03 08 oot et ort ost 08 ote (Tee 
bane 

“ 

    
WOYEALYS NOVINIOS 

Wi5uvs Goteadss Wt ya OW ¢ 

L ODOTYNV



  

  

58 

0 Wdd 02 ay 
Loooedoo di seetiveidieey 

  

   

@
S
}
S
5
°
6
e
 

— 

viet 
69 -U 

OODINOUNLOV TVD OdIOV 

y 
e 
§ 

eG9°SL—— 

og 

  225928 

Oot oer Ort Ogt OB 002 

SRLQNIW 1°32 3AZL Wit 
Yee SIS 14 

ZH ST SNINIGYORS 3N?5 
SNISS3AI0Nd VIVO 

AISINOSY NOTSII3Hd 2 6N0d 
SNT4dN0930 SAGAN LNOD 

LY INGO 9F-Z1 VK 

i 
3 
> a 
2 

NOT 

6
r
0
"
2
0
 — 

935 SrS"0 SHIL “Oly 
ZH S&°E00E} HLOIM IWHLISdS 

Pee Fa a 
3 Ita . OsHo wanes 

. B-Oi-e; ALY 

WHM Hesy Touv8 OITWa03. 

0ze Httsiiatiiritarestisis tipi terse tease ba tied ett teat 

 



  

ACIDO GALACTURONICO 

  
 
 

 
 
 
 

WM SOLOCHON cBtEeNtaaaa “8°?  
 

T 

0 

86 

1 PPK 2 

m
 

wo 
+ 

wo 
.o 6 
w
e
 

w
R
 

wn 

“ 
w
o
w
 a 

TTT TTT TAT TTT ITT TTT AIT TTT IT ELIT IPT AIT IT 

7 

  TR eye 
8



  

  

    

cm, 

  

    

   



ACIDO GALACTURONIC 
. Af 

Sora a   
a 

S
a
 
t
e
c
b
e
r
c
e
e
s
 

 
 

   Pye eg ere pee TTL TP HTP ee PET PPTL eT eee] LETTE PETE TEE Per
e
 

Tee 
EEE 

p
T
 
T
y
e
 
PTy 

e
e
 
S
e
 

e
e
 

e
e
      



BIBLIOGRAFIA 

Aguilar G. y Huitron C. (1986). Application of fed-batch cultures in the 

production of extracellular pectinases by Aspergillus sp. Enzyme Microb. 

Technol, 8:541-545. 

Aguilar G. y Huitrén C. (1987). Stimulation of the production of extracellular 

pectinolytic activities of Aspergillus sp. by galacturonic acid and glucose 

addition. Enzyme Microb. Technol. 9:690-696. 

Aguilar G. y Huitrén C. (1990). Constitutive exo-pectinase produced by 

Aspergillus sp CH-Y1043 on different carbon sources. Biotechnol. Lett. 

12:655-660. 
: 

Aguilar G. Blanca A. Trejo, Garcia J:M y Huitron C. (1991). Influence of pH on 

endo- and exo-pectinase production by Aspergillus sp. CH-Y-1043. Can. J. 

Microbiol. 37: 912-917. 

Aguilar G. y Huitrén C. (1993). Conidial and mycelial-bound exo-pectinase of 

Aspergillus sp. FEMS Microbiology Letters 108. 127-132. 

Albersheim P., Neukom H., Deuel H. (1960). Splitting of pectin chain 

molecules in neutral solutions. Archives of Biochemistry and biophysics 90: 

46-51 

Alessi F., Condemine G., Doutheau A., Robert-Baudouvy J. y Anker D. (1996). 

Synthesis of new methyl esters of 3-deoxy-D- erythro-2-hexulosonit acid 

(KDG) analogs, inducers of the expression of pectinase genes in bacteria 

Erwinia chrysanthemi. En Progreses in Biotechnology 14 Pectina ad 

Pertinaces. Visser J. y Voragen A.G.J. Eds. Elsevier Amsterdam. pp. 845-852. 

Beckhom, E.J., Labbee M.D. y Underk offe, L.A. J.(1965). Agr. Food Chem. 

13: 30-36 

Beldman G., Mutter M., Searle-van Leeuwen M.JF. Van den Broek L.A. 

88 

 



Schols H.A. y Voragen A.G.J. (1996). New enzymes active towards pectic 

structures. En Progress in Biotechnology 14 Pectins and Pectinases Visser 

A.G.J. J. y Voragen. Eds. Elsevier Amsterdam. pp. 231-245 

Berk R., Ounn-Coleman N., Ward M. (1992). Industrial Enzymes from 

Aspergillus Species. En Aspergillus Biology and Industrial Applications. Eds. 

Bennet J.W., Klich M.A. Butterworth-Heinemann. Boston. pp. 155-159 

Biely P., Benen J., Kester H.C.M. Heinrichova K. y Visser J. (1996)a. 

Strereochemistry of hydrolysis of glycosidic linkage by three Aspergillus 

polygalacturonases. En Progress in Biotechnology 14 Pectins and Pectinases 

Visser J. y Voragen Eds. Elsevier Amsterdam. pp. 705-714 

Biely P., Heinrichova K., y Kruzikova M. (1996)b. Induction and Inducers of 

the Pectolytic System in Aureobasidium pullulans. Current Microbiology. 

33:6-10 

Collmer A. y Bateman D.F. (1982). Regulation of extracellular pectate lyase in 

Erwinia chrysanthemi: evidence that reaction products of pectate lyase and 

exo-poly a-D-galacturonosidase mediate induction on D-galacturonan. 

Physiological Plant Pathology. 24:127-139. 

Cooper R.M. y Wood RK. (1973). Induction of synthesis of extracellular cell- 

wall degrading enzymes in vascular wilt fungi. Nature 246. pp 309-311 

Chitradon L., Mahakhan P., Poonpairoj P., Kitpreechavanich V. y Lotong N. 

(1996). Production of pectinases from Rhizopus sp. in solid substrates. En 

Progress in Biotechnology 14 Pectins and Pectinases. Visser J. Voragen A.G.J. 

Eds. Elsevier Amsterdam pp 853-860 

Cruickshank R.H. y Wade G. C. (1980). Detection of pectic enzymes in pectin- 

acrylamide gel. Analytical Biochemistry. 107:177-181 

Darnell J.E. (1986). En: Molecular Cell Biology. Harvey Lodish. David 

Baltimore. New York: Scientific American. pp.942-945. . 

Davis M. y Hynes M. (1991). Regulatory circuits in Aspergillus nidulans chap. 

7. En More Gene Manipulations in Fungi. Benett J.W. Eds. Academic Press. 

pp. 151-181. 

85 

 



Delgado, L., Trejo B., Huitron C. y Aguilar G. (1992). Pectin lyase from 
Aspergillus sp. CH-Y-1043. Appl Microbiol Biotechnol 39:515-519. 

Denev P. y Kratchanov Chr. (1996). Influence of some cations on the reaction 
of apple pectin with ammonia in homogeneous media. En Progress in 
Biotechnology 14 Pectins and Pectinases. Visser J. Voragen A.G.J. Eds. 
Elsevier Amsterdam pp. 527-534 

Dinnella C., Stagni A., Lanzarim F., Alfani M., Cantarella y Gallifuoco A. 
(1996). Pectin degradation in UF-membrane reactors with commercial 
pectinase. En Progress in Biotechnology 14 Pectins and Pectinases. Visser J. y 
Voragen A.G. Eds. Elsevier Amsterdam pp. 439-449. 

Donner L.W., Irwin P.L. y Kurantz M_J. (1988). Preparative chromatography of 

oligogalacturonic acids. Journal of chromatography. 449:229-239. 

Donner L.W., Irwin P.L. y Kurantz M.J. (1988). High-performance thin-layer 

chromatographic resolution of oligogalacturonic acids. Carbohyd. Res., 
172:292-296. : 

Fishman M.L., Cooke P., Hotchkiss A. y Damert W. (1993). Progressive 

dissociation of pectin. Carbohyd. Res., 248:303-316. 

Fogarty W.y Ward O.P. (1974). Pectinases and pectic polysaccharides En 
Progress in industrial microbiology- 13: 59-119 

Fogarty W. y Kelly C.T.(1983). Pectic enzymes. Microbial Enzymes and 
Biotechnology. En Applied Science Publishers, London and New York pp. 
131-182. 

Goldberg R., Morvan C., Jauneau A. y Jarvis M.C. (1996). Methyl- 
esterification, de-esterification and gelation pectins in the primary cell wall. En 

Progress in Biotechnology 14 Pectins and Pectinases Visser. J., y Voragen 

AG. Eds. Elsevier Amsterdam. pp. 151-172. 

Hennink, H. Stam H. van Oort M.G. (1996). Production, characterization and 

application of rhamnogalacturonase.. En: Progress in Biotechnology 14 Pectins 

and Pectinases. Visser J., y Voragen A.G. Eds. Elsevier Amsterdam. pp. 485- 

90 

  
 



498. 

Hicks K.B. y Hotchkiss A.T. Jr. (1988). High performance liquid 
chromatography of plant-derived oligosaccharides on a new cation-exchange 
resin stationary phase: HPX-22H. Journal of Chromatography. 44:382-386. 

Hotckiss A.T., Hicks K.B., Doner L.W. y Irwin P.L. (1991). Isolation of 
oligogalacturonic acids in gram quantities by preparative h.p.l.c. Carbohya. 
Res. 215: 81-90 

Hotchkiss A.T. y Hicks K.B. (1993). Analysis of pectate lyase-generated 
oligogalacturonic acids by high-performance anion-exchange chromatography 
with pulsed amperometric detection. Carbohyd. Res., 247:1-7 

Hotchkiss A.T. y Hicks K.B. (1990). Analysis of Oligogalacturonic Acids with 

50 or Fewer residues by high-performance Anion-Exchange Chromatography 
and Pulsed Amperometric Detection. Analytical biochemistry 184:200-206 

Hsu. E. J. y Vaughn R.H. (1969). Production and catabolite repression of the 
constitutive polygalacturonic acid trans-eliminase of Aeromonas liquefaciens. 
Journal of Bacteriology. 98.1:172-281 

Hugowvieux C.P.N., Reverchon S., Nasser W., Condemine G. y Robert- 

Baudouy J. (1996). Regulation, of pectinase biosynthesis in Erwinia 
chrysanthemi. En Progress in Biotechnology 14 Pectins and Pectinases. Visser 
J. Voragen Eds. Elsevier Amsterdam pp. 311-346. 

Inoue, Y., Yamamoto A. y Nagasawa K. (1987). Depolymerization of pectin 

with diazomethane in the presence of a small proportion of phosphate buffer. 

Carbohyd. Res. 161: 75-90. 

Jansen E. F., y Jang R. (1946). Esterification of galacturonic Acid and 
plyuronides with methanol-hydrogen chloride. J. Amer. chem. Soc. 68: 1475- 
1477 

Johnston M. (1987). A model fungal gene regulatory mechanism: the GAL 
genes of Saccharomyces cerevisiae. Microbiological Reviews. pp. 458-476. 

Keen N.T. y Horton J.C. (1966). Induction and repression of 

91 

 



endopolygalacturonase synthesis by Pyrenochaeta terrestris. Canadian 

Journal of Microbiology 12:443-451 

Kertzs Y. (1955). Methods in Enzymol. \: 158-166 

Kester H.C.M. y Visser J. (1990) Purification and characterization of 
polygalacturonases produced by the hyphal fungus Aspergillus niger. 

Biotechnol. Appl. Biochem 12:150-160- 

Kimura H y Mizushima S. (1974). Induction of pectinases in Acrocylindrium. J. 

Gen. Appl. Microbiol. 20: 33-45 

Konno H., Yamasaki Y. y Ozawa J. (1980). Fractionation of Polysaccharides 

and Acidic Oligosaccharides Formed on Partial Acid Hydrolysis of pectin. 
Agric. Biol. Chem. 44(9)2195-2197. 

Kubicek C., Messner R., Gruber F., Mach R. y Kubicek-Pranz M.E. (1993). 
The Trichoderma cellulase regulatory puzzle: from the interior life of a 

secretory fungus. Enzyme Microb. Technol., 15:90-99 

Kuster-Van Someren M.A.R. (1992) PhD Thesis, Research Institute for Plant 

Protection (IPO), Wageningen The Netherlands. 

Leone, G. (1990). Ph.D. Thesis, Research Institute for Plant Protection (IPO), 

Wageningen The Netherlands. 

Laemmli U.K. (1968). Cleavage of the structural proteins during the assembly 

of the head of bacteriophage T4, Nature (london). 227:680-685. 

Liu Y. y Luh B.S.(1978). Preparation and thin-layer chromatography- of 

oliggalacturonic acids. Journal of Chromatography. 151:39-49. 

Luh B.S y Phaff H.J. (1952). Arch. Biochem. Biophys. 36:231-232. 

Maldonado M. C., Strasser de Saad A.M. y Callier D.A., (1989). Regulatory 

aspects of the synthesis of polygalacturonase and pectinesterase by Aspergillus 

Niger sp. Sciences des aliments. 9:101-110. 

Mandels M, Parrish FW, y Reese ET. (1962). Sophorose as an inducer of 

92 

 



cellulase in Trichoderma viride. J. Bacterial, 83:400-408. 

Melotto E., Greve C. y Labavitch J.M. (1996). Biologically Active Pectin 

Oligomers in Ripening tomato fruits. En Progress in Biotechnology 14 Pectin 

and Pectinases. Visser J. y Voragen A.G.J. Eds. Elsevier Science Amsterdam 

pp. 207-219. . 

Miller, G.L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of 

reducing sugar. Anal. Chem. 31:426-428. 

Moran F., Nasuno s. y Starr, M.P. (1968) Arch. Biochem. Biophys. pp.123-298 

Naohara J. Manabe M. (1992). Separation of oligogalacturonic acids by high- 
performance gel filtration chromatography on silica gel with diol radical. 

Journal of Chromatography. 603: 139-143, 

Nothnagel E., McNeil M., Albersheim P. y Dell A. (1983). Host-Phatogen 
interactions. Xxii. A galacturonic acid oligosaccharide from plant cell walls 

elicits phytoalexins. Plant Physiol. 71; 916-926 . 

Nyiri L. (1981). Manufacture of pectinase. Process Biochemistry. August 27- 
30 

Oakenfull D.G. (1991). The chemistry of high-methoxy!l pectins. En The 
Chemistry and Technology of Pectin. Reginald H. Walter, Ed. Academic Press. 

California. pp. 87-92 

Oxenboll K. (994). Aspergillus enzymes and industrial uses. En Fems 
symposium No. 69. The Genus Aspergillus from Taxonomy and Genetics to 
Industrial Applications. Keith A. Powell, Peberdy Ed. Plenum Press, New York 
pp. 147-155. 

Pati S. y Dimond AE. (1968). Repression of polygalacturonase synthesis in 

Fusarium oxysporum f- sp. lycopersici by sugars and its effect on symptom 

reduction in infected tomato plants. Phytopatology. 38: 676-682. 

Perley A.F., y Page O.T. (1971). Can. J. of Microbiol. 27:415-420 

Pilgrim G.W., Walter R.H. y Oakenfull D.G. (1991). Jams, jellies and 

93 

 



preserves. En The Chemistry and Technology of Pectin. Reginald H. Walter, 

Ed. Academic Press.California. pp.24-49. 

Pilnik W. (1981). Enzymes in the beverage industry. En: Enzymes and Food 
Processing. Applied Science Publishers. LTD. cap 6 pp. 105-128 

Renard C.M.G.C. y Thibault J.-F. (1995). Pectins in mild alkaline conditions: 

beta elimination and kinetics of demethylation. En Progress in Biotechnology 

14 Pectins and Pectinases. Visser J. Voragen A.G. Eds. Elsevier Amsterdam 

pp. 603-608. 

Rinaudo M. (1996). Physicochemical properties of pectins in solution and gel 

states. En Progress in Biotechnology 14 Pectins and Pectinases. Visser J. y 
Voragen A.G., Eds. Elsevier Amsterdam pp. 21-33. 

Riou C., Freyssinet. G. y Fevre M. (1991). Production of cell wall-degrading 

enzymes by the phytopathogenic fungus Sclerotinia sclerotiorum. Applied and 

Environmental microbiology. pp. 1478-1484. 

Rolin C. (1993). chapter 10 En: Industrial Gums. third edition. Whistler R. y Be 

Miller Eds. Academic press. San Diego. pp. 257-291. 

Rambouts F.M. y Pilnik W. (1980). Pectin enzymes En: Economic 

Microbiology, Microbial Enzymes and Bioconversions (Rose, A.H. Ed). 

Academic Press. New York. 227-282. 

Ronne H. (1995). Glucose repression in fungi. T/G. (2) ,1, pp. 12-17. 

Ros J.M. Coll L., Moliner y J. Laencina. (1995). Oligouronides production in 

membrane reactor by enzymatic degradation of pectins from citrus peel. A 

Preliminary study. En Progress in Biotechnology 14 Pectins and Pectinases. 

Visser J. y Voragen A.G. Eds. Elsevier Amsterdam. pp. 983-990. 

Ruijter, G.J.G. y Visser J. (1997). Carbon repression in Aspergilli. FEMS 

Microbiol. lett. 151-103-114. 

Sajjaanantakul T. y Pitifier. LA. (1991). Pectinesterase. En “The chemistry and 

technology of pectin”. pp.135-157. 

94 

 



Sakai T. (1992). Degradation of pectins. en Microbial Degradation of Natural 
products. Giinther Winkelmann Eds. pp.58-80. 

Sanchez, 5 y Farrés A. (1987). Regulacién de enzimas microbianas. 
En:Tecnologia enzimatica. Munguia A.L y Quintero R.R. UNAM. pp. 37-46. 

Schechtman M.G. United States Government regulations affecting Aspergilli 

and their products. pp. 271-287. 

Schols H.A. y Voragen A.G. (1996). Complex pectins: Structure elucidation 
using enzymes. En Progress in Biotechnology 14 Pectins and Pectinases. Visser 
J. y Voragen A.G. Eds. Elsevier Amsterdam. pp. 3-20. 

Schwan R.F., Cooper R.M. y Wheals AE. (1996). Endo.-polygalacturonase of 
yeast kluyveromyces marxiamus is constitutive, highly active on native pectin 
and is the main extracellular protein. En Progress in Biotechnology 14 Pectins 
and Pectinases. Visser J. y Voragen A.G. Eds. Elsevier Amsterdam. pp. 861- 
868. 

Serrano F. (1985). Produccion de pectina citrica quimica, clasificacién y 
propiedades, /ndustria alimentaria, México. Vol. 7 No. 5. 

Shinmyo A., Davis I.K., Nomoto F., Tahara T., y Enatsu T. (1978). Catabolite 

repression of hydrolases in Aspergillus niger. European J. Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 5:59-68. 

Simms P.J. Hotchkiss A.T, Irwin L. y Kicks K.B. (1995). High-performance 
liquid chromatographic separation of oligogalacturonic acids on, a 

cyclomaltoheptaose (8-cyclodextrin) bonded-phase column. Carbohyd. Res. 
278:1-9 

Smith J.E. Ed.d994). Aspergillus Biotechnology Handbooks 7. Plenum Press. 
New York and London. pp.187-191. 

Smith J.E., Berry D.R. y Kristiansen B. E Eds. (1983). The filamentous fungi 
Vol. 4 Fungal Technology Eds.. Edward Arnold London. pp. 328-332. 

. Solis-Pereira S., Favela-Torres E., Viniegra~Gonzalez G. y Gutiérrez-Rojas M. 

(1993). Effects of different carbon sources on the synthesis of pectinase by 

“95 

 



Aspergillus niger in submerged and solid state fermentations. Appl. Microbiol. 

Biotechnol. 39: 36-41 

Spiro M.D. Kates K.A., Koller AL. O’Neill M.A., Albersheim P. y Darvill 

AG. (1993). Purification and characterization of biologically active 1,4 linked a 

D. oligogalacturonides after partial digestion of polygalacturonic acid with 

endopolygalacturonase. Carbohyd. Res. 247:9-20 

Stratilova E., Breierova E. y Vadkertiova R. (1996). Candida boidinii a new 

found producer of pectic enzymes complex. En Progress in Biotechnology 14 

Pectins and Pectinases Visser J. y Voragen A.G. Eds. Elsevier Amsterdam pp. 

899-906 

Tahara T., Kotani H., Shinmyo A. y Enatsu T. (1975). Inhibition. of 

accumulation of polygalacturonase forming activity during catabolite repression 

in Aspergillus niger. J. Ferment. Technol. (53), no. 6 pp. 409-412. 

Teleman A., Hausalo T., Tenkanen M. y Vuorinen T. (1996). Identification of 

the acidic degradation productsof hexenuronic acid and characterisation of 

hexenuronic acid-substituted xylooligosaccharides by NMR _ spectroscopy. 

Carbohyd. Res. 280: 197-208 : 

Tjan, S., Voragen A.G.J. y Pilnik W. (1974). Analysis of some partly and Fully 

esterified oligogalactopyranuronic acids by PMR: Spectrometry at 220 Mhz. 

Carbohyd. Res. 34:15-23 

Trejo-Aguilar B.A., Visser J. y Aguilar O. G. (1996). Pectinase secretion by 

Aspergillus FP. 180 and Aspergillus niger N-402 growing under stress induced 

by the pH of culture medium. en Progress in Industrial Biotechnology 14 

Pectins and Pectinases Visser J. y Voragen A.G., eds. Elsevier Amsterdam pp. 

915-920 

Tsuyumu, S. (1977). Nature. 269:237-238. 

UNIPECTINE. (1969) Technical Information 26, avenue de 1’opéra, paris. Ed. 

Maquette Farago. pp. 1-25. 

Van Buren J.P. (1991). Function of pectin in plant tissue structure and firmness 

En: the Chemistry and Technology of Pectin. Reginald H. Walter. Ed. 

96 

 



Academic Press. California. pp. 1-18. 

Van der Veen P. (1990) PhD. thesis, Research Institute for Plant Protection 
(PO), Wageningen The Netherlands. 

Veng-Meng Lo, Hahn Michael G. y van Halbeek H. (1994). Preparation, 
purification, and structural characterization of linear oligogalacturonides. An 

FAB-mass spectrometric and NMR spectroscopic study.Carbohyd. Res. 
255:271-284 

Voragen. A.G.J., Schols H.A. De Vries J.A. y Pilnik W. (1982). High- 
performance liquid chromatographic analysis of uronic acids and 

oligogalacturonic acids. Journal of Chromatography, 244: 327-336. 

Walter R.H. (1991). Analytical and Graphical methods for pectin. En The 

Chemistry and Technology of Pectin. Reginald H. Walter. Eds. Academic 

california. Press. pp. 189-225. 

Ward Owen. y Moo-Young M. (1989). Enzymatic degradation of cell wall and 

related plant polysaccharides Vol. 8 Issue 4 

Wisseman A. (1979). En: Basic life. Sciences Vol. 6 Ed. Parke Plenium. 
London. pp. 1-25. 

Zabotina O., Ibragimova N., Ayupova D., Gurjanov O., Lozovaya V., Beldman 

B. y Voragen A. (1996). Bioactive fragments from pea pectin En: Progress in 

Industrial Biotechnology 14 pectins and pectinases Visser J. y Voragen A.G., 

eds. Elsevier Amsterdam pp. 693-701. 

97 

 


	Portada 
	Contenido 
	Resumen 
	Introducción 
	Objetivos
	Materiales y Métodos 
	Resultados y Discusión 
	Discusión General 
	Conclusiones 
	Anexo 
	Bibliografía

