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RESYMEN 

La producción de los diversos metabolitos de origen microbiano. incluyendo las ~mas. 

se encuentra úectada por laa condiciones de cuhivo, en panicular por el pH del medio,· el cual 

también puede modificar la fiaiolosia celular. alterando la pehneabilidad y potencial de la 

membrana plasmátiu, el pH interno, la expresión genétic:a y la sintesis de proteinas. Los diversos 

estudios sobre el efecto que el pH del medio tiene sobre Ja fisiología y Ja producción de 

metabolitos microbianos han sido realizados en bacterias. en condiciones de pH óptimas para su 

crecimiento, existiendo poca inf"ormación acerca de del efecto del pH en otros microorganismos y 

sobre todo, cultivados en condiciones extremas. Por lo que resulta interesante evaluar la respuesta 

de 101 bonaos filamentosos cultivados en condiciones de estrés por pH debido a que estos 

microoraanismos. tales como .As~rgil/Hs. son los principales productores de enzimas a nivel 

industrial. ademis de que tienen la capacidad de crecer en un amplio rango de pH~ y sobre todo en 

condiciones •cidas. como .ha sido reponado para A.s~rgil/11s 11ith1/a11s. el cual es capaz de crecer 

en un medio con un valor de pH tan icido como 3.5 6 tan alcalino como 9.0. 

Este proyecto pretende evaluar eJ ef'ecto que el pH del medio tiene sobre el pH interno y 

las modificaciones· poatraduccionales. especificamente la glicosilación. tratando de establecer cual 

es la relación entre éstos y la secreción proteica tomando como modelo de estudio a las enzimas 

pectinoliticas. Debido a que en nuestro srupo contamos con cincuenta y dos cepas del ¡¡enero 

Aspergll/11s. decidimos seleccionar aquélla sobre la cual el efecto del pH del medio fuese mayor. 

Con este fin las dif"erentes cepas fueron cultivadas en medio sólido a pH de 2.S y 3.S .. Bajo estas 

condiciones un alto número de estos microorganismos creció a pH de 2.S, de los cuales la mayoría 

presentó alta actividad pectinolitica (detenninada como halo de hidrólisis), a este valor de ¡.>H. Sin 

embargo. sólo siete de estas cepas presentaron una alta actividad especifica. De estas últimas, al 

ser cuhivadas en medio liquido. sólo la cepa MGl\f-180 mostró un alto nivel de actividad. 

En forma general. el crecimiento de Aspttrgil/11s l\fGM-J 80 al ser cultivado en diferentes 

valores de pH (2.S. 3.5 y 6.S). fue muy similar con excepción del obtenido a pH de 2.S. condición 

en Ja cual Cste se redujo alrededor de un 70-/o, relación al obtenido a los otros valores de pH. Por 

otro lado. la producción de Ja endopectinasa estuvo afectada por el pH del medio. produciéndose 
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sólo en un intervalo de pH de 2.5 a 3.5, mientras que la exopectinasa fue producida en un rango 

de pH mis amplio y su producción no cambió tan drásticamente como la de endopectinasa. Ambos 

tipos de actividad pectinolitica tuvieron su mayor producción a un valor de pH muy ácido (2.5), 

tanto en volumen como en unidades especUic;as de actividad. siendo a este valor de pH donde su 

obtuvo una reducción en el crecimiento de este microorganismo, lo que sugiere una gran eficiencia 

de la sintesis y/o secreción de estas enzimas a valores extremos de pH. 

Cuando A.\pergil/us MGM-180 fue cultivado en un rango de pH de 3.5 a 7.0. el pH 

intracelular. se mantuvo entre 5.8 y 6.3. pero cuando el valor de pH del medio Cue de 2.5. el pH 

intracelular tuvo un valor de 4.2. Este decremento en el pH interno correlacionó con un 

incremento de ambas actividades pectinoliticas. tanto cxo como endo. El análisis electroforético 

correspondiente mostró una disnünución en el número de proteínas extracelulares. confonn!' el pH 

del medio se acidificó. observando la presencia de una banda de proteína con una masa molecular 

de 48 k.Da. Ja cual presentó actividad pectinolitica en las muestras que provenían de los cultivos de 

pH de 2.5 y 3.5, pero no se detectó dicha actividad en Ja muestra de cultivo de pH de 6.5. 

La presencia de 2-desoxi-D-glucosa redujo la producción de la actividad exopectir!olític:a. 

mientras que el efecto sobre la actividad endopectinolitica pareció responder más a un efecto de 

represión catabólica. aunque no se observó ningún efecto de este inhibidor sobre la actividad 

exopectinolitica intracelular y la proteina extra e intracelular. El análisis elcctroforCtico 

correspondiente mostró dos bandas con actividad pectinolitica: la primera con una masa molecular 

de 48 k.Oa. la cual se produjo en las diferentes condiciones de cultivo. mientras que Ja segunda con 

una masa molecular de 45 kOa. se detectó únicamente cuando el microorganismo creció en 

presencia de 2·desoxi-D-glucosa. Por otro lado. Ja presencia de tunicamicina en el medio de 

cultivo modificó Ja actividad exopectinolitica cuando el pH del medio tuvo un valor de 2.5 y 3.S. 

pero no cuando el pH fue de 6.5. 



EFECTO DEL riH E JNllfBtOORES DE LA OLICOSJLAC'ION soaR.li LA SECR.ECluN DE J'ECTtSASAS DE Aip."l:fll.U !'>toM-110 

CAPITULO 1L 

INTRODUCCION. 

Los hábitats de los microorganismos son muy variados. y Jos diferentes f"actores 

ambientales que pueden af"cctar su desarrollo son Ja disponibilidad de agua y nutrientes, el 

pH, Ja temperatura~ el oxigeno y la luz, los cuales juegan un papel imponante en la 

proliferación de Jos microorganismos dictaminando el tipo de desarrollo y cantidad de Cstos. 

Entre lo• diversos f"actores existe una jnterrelación muy estrecha y Ja variación de uno de 

éstos puede afectar Ja respuesta del microorganismo hacia Jos demás (Rose, 1977; 

Kozakiewicz and Smith, l 994J. Cuando un microorganismo se enfrenta a un cambio 

ambiental y pcnnanece por largo tiempo en dichas condiciones, éste puede sufrir una 

adaptación al nuevo ambiente (Myrold y Nason. 1992). 

Los microorganismos dentro de la naturaleza crecen y se desarroJlan en ambientes con 

diferentes rangos de pH. Aunque para su crecimiento requieren una concentración muy 

pequefta de iones hidrógeno, ya que altas concentraciones de este ion pueden ejercer un 

efecto tóxico o letal para ellos (Rose, J 997). Las bacterias en general son microorganismos 

neutrófilos que sobreviven dentro de un rango de pH de 5.0 a 8.5, exhibiendo un máximo de 

c.-ecimiento cercano a la neutralidad. Existen, sin embarso. algunas excepciones a esta regla. 

entre las que se encuentran Jas bacterias de ácido acético y sulfüreas que oxidan azufre a 

ácido sulfürico. AJgunos microorganismos tienen la capacidad de crecer en ambientes 

ácidos. como pueden ser algunos suelos y lagos. en donde el pH se encuentra en un rango de 

3.5 a 5.0, además de que pueden crecen muy bien a un valor de pH neutro. por Jo que se les 

conoce como acidotolerantes. A los microorganismos que presentan un valor de pH óptimo 
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de crec:imiento menor de s.o. se lea denomina acidófilos. como el caso de· las 

arqueobacterias Sulfolohus y 7ñiobacil/11s. que son acidófilos obliMados ya que sólo pueden 

crecer en un rango de pH de 1.0 a 4.0. con un óptimo entre 2.S y 3.S (Cobley y Cox. 1983; 

Brok. 1991 ). Los hongos filamentosos se desarrollan en un amplio ranao de pH,. sin 

embargo. en la mayoría de ellos su crecimiento se ve f"avorecido por los ambientes ácidos 

(Caddik, 1986). 
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Figura 1. Esquema da regulación por pH, propuesto para algunas enzimas producidas por 
Asp•rgillua nldul•n• ( Tllbum el. -1 .• 1985). 

El pH del medio en cual crece un microorganismo puede influir directamente en el tipo de 

metabolitos producidos. como es el caso de la fosfatasa ácida la cual sólo se produce cuándo 

Neurospora crasa es cultivado a valores menores de 5. 7 y la producción de la fosfatasas 

alcalina se obtiene si el pH de cultivo es superior a 7.4 (Nahas et. al.~ 1982). Arst y Orejas 

( 1995) reponaron que en Aspergil/11s 11idula11.s el pH actúa sobre cinco genes: pace. el cual 

da origen a una proteína regulatoria. que activa a los genes palA.. B. C. H e 1 los cuales a su 

vez dan lugar a proteínas que se producen en ambientes alcalinos. por ejemplo la fosf"atasa 

alcalina. isopenicilina N sintetasa y Ja proteasa alcalina. reprimiendo además la sintesis de las 
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protelnas que • producen en medios ácidos, como Ja fosfatasa ácida, fosfodiesterasa ácida y 

la permeaaa de GABA,. pero cuando el medio es ácido la proteína reguladora se inactiva y 

por tanto los aenes alcalinos se enGontrarin reprimidos. y los senes ic:idoa se acth:arin (fis. 

1). 

El grado de acidez del medio puede modificar el potencial y permeabilidad de la 

membrana plasmática y el transpone de solutos (fia. 2) (Olso~ 1993). ademis, ocasionar 

una alteración de los diversos procesos metabólicos y producir cambios a la moñotoata de 

un microorganismo, tal como ha sido observado en cultivo continuo de Pe1'icll/i11111 

chrysogenum, el cual al ser cultivado a un valor de pH por arriba de 6.0 la lonsitud d9 las 

hifas sufren una diuninución. pero cuando el pH se eleva aproximadamente a 6. 7 y se fonnan 

pellas en Jugar de hifils sueltu (Rose, A. H. 1997). 

Membrana 

celuler 

pH•xterno 

l 
Protefna• de membrana 

Transpone 16nlco ====== 

( 

Pot•nt de i"";'f ne 
Metabolismo ....-------< 

Modóficoci6n plt .. duccion•I 
Tranacrlpcl6n 

Traducción 

l 
Gen•• 

Figura 2. Efecto del pH extracelular. sobre dtvefsoa procesos fialo16glcos (Olaon,1&93). 

Los cambios en el pH externo además pueden alterar el pH intracelular {pHi) lo que puede 

modificar los diversos procesos celulares. tales como las modificaciones postraduccionales. 
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debido a que el pH citoplasmático es cercano a la neutralidad, mientras que en algunos 

oraanelo• membranosos como el complejo de Gotai. donde se llevan a cabo estas 

modificaciones es menor de 7 .o. e incluso en aJaunos companimientos. como las ciste.mas 

trans. el pH puede ser mis icido. Ha sido observado que algunas células que han suftido 

alguna mutación en la que se dalla su mecanismo de acidificación en estas cisternas se han 

observado cienos problemas con el proceso de alicosilación de las proteinas. lo que implica 

que el bajo pH de las cisternas del aparato de Golgi es necesario para ésta función (Al

Awqati, 1986). 

Existe una tendencia en las células a mantener el pH interno cerca de la neutralidad para la 

óptima actividad de las enzimas intr8.celulares (Brok. 1991). Booth (1985) repon6 que los 

microoraaniamos acidófilos exhiben valores de pH intracelular en un rango de 6.S a 7 .o. 
mientras que en tos neutrófilos el rango de pH interno es de 7 .S a 8.0 y 101 alcalófilos tienen 

valores de 8.4 a 9.0. Por ejemplo, Aspcrgil/11s nid11/a11s puede crecer en un ranao de pH 

externo de 3 . .5 a 9.0, mientras que el pH interno varia de 5.6 a 6.0 (Caddik. 1986). Bacil/us 

halophilus. al crecer en un intervalo de pH externo de 9.0 a 11.0, mantiene su pH interno en 

un rango de 9.0 a 9.S (Boot, 1985). Esta regulación del pH interno se encuentra dentro de 

rangos estrec:hos. a pesar que los cambios en el pH extracelular pueden ser muy grarides. 

Estos sólo se puede lograr mediante el control homeostático, el cual utiliza diversos 

mecanismos para regular el pH interno (pHi), entre los cuales se encuentran: 

1) La permeabilidad de la membrana (Boot. 1985), la cual es relativamente impermeaUle a 

los iones hidrógeno e hidroxilo, por lo que la concentración en el citoplasma de estos fones 

puede permanecer relativamente constante, a pesar de las variaciones en el pH del medio que 

rodea a la célula. 

2) La síntesis de proteínas extracelulares, que pueden funcionar como acarreadoras de 

protones (Myrold y Nason, 1992).Esta, al tener grupos ionizables. presentan una carga· que 

depende en parte del pH del medio en el que se encuentren. Por lo que. cuando se 
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encuentran en condiciones intracelulares ácidas. pueden captar protones y acarrealos fUera 

de la céJula o al interior de algunos organcJ'oa. 

3) La producción metabólica de ácidos o bases con capacidad amortiguadora. Booth (J98S). 

repona que aJsunos microorganismos al crecer en ambientes alcalinos. producen producto• 

de f'ennenta1;ión ácidos y productos neutros cuando crecen en ambientes ácidos. para de esta 

fbrma contrarrestar el efec:so tóxico del medio. Dos ejemplos de este f"enómcno son: 

Clostrit:lium acr1obutylicullf, que aJ encontrarse en un ambiente ácido sintetiza las enzimas 

para Ja producción de butanol a panir de butirato, y X/ebsie/la aeroge11es, sintetiza enzimas 

para Ja producción de butanodiol a partir de acetato. 

Ffgur• 3. L• ATP••• funciona como un cotr•nsportedor d• protones y participe •n I• 
regul•ción del pH lnt•no. 
Le glucos• •ntra por un cotrensporte con protones en un procfto activado por une protelna 
sensor• d• azúceres (GGS1) y ae transforma de Inmediato• glucoae-6-fosfato, mediante una 
hexoquinasa (HK). Le glucosa~fosfato estimula a una proteln• quinasa (PK) d• membrana 
qu• a au vez foaforíle a la H•ATPasa actlv11indola. En el ni:.creo, le glucoaa-s-foareto ecttva •I 
promotor de la H•ATPaae mediante un factor TFU, acelerando la slnlesia da le ATPas• 
(Guerra y Uribe, 1995). 
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4) La expulsión de prot.,_ (11') 1119diante el mecaniamo de antipone, que .. basa en el 

inl...,...,.,io de tr con ouoa ianea (K•, Na·. Ca~. a través del ac:o~o con u

ATPua (Booth. 1985; oi-. 1993, Ouena y Uribe. 1995). EMa expuba a 101 io

hidrópno del ambiente inlncelular. creando un padiente de potencial electroqulmico q

--..... la -sla pma inll'Oducir ionea ~ uninoKidoa y azúcare1. El 

int...,...,.,io de iona hidri>¡ieno por otras moWculu extracdularea permite la nsuJación del 

pH interno. La ATPa .... ha encontrado en vario• tipo• de honsa•: N,Hrosptora eras.so. 

Sdll._1-wnyaa pa111k, Sacclrarromycwa .,.,..,,_, Candida tl'Oplcalls, Ca>1dldo 

af6/cgu, Dlctyos•lht• di-'*""' y Klttyw..-)"CW.s lacll.s (111. 3) (Ouena y Uribe. 19515). 

MQDIFICACIONES PQSTM,ADUCCIQ'NALES. 

En loa oraaniuno• euearionte•. la• proteinas sintetizadas por los ribosomas son 

depollitadu directamente - el lumen del retlculo endoplhmico y deopuéa oon transponadas 

al aparato de Golai. En m paso por esto• siatemu membranoso•. éstas sufren diversos 

cambio• estructurales, o modificaciones postraduccionalea. proceso que también se les 

conoce como madurac:ión de la proteína. y que da lupr a una biomolécula acti\·a y 

funcional. La maduración la cadena poJipeptidica imPlica un proceso de: 

a) .Plea••ie•to. en donde Ja cadena polipeptldica se dobla sobre si misma mediante Ja 

formación de enlaces dioullbro. puentes de hidró1eno y fuerzas de Van Der ""alls. 

b) Prole61ial9, que consiste en Ja remoción protcolitica de algunas secuencias de 

aminoicidoa. 

c) MediRcación q11lalcll. mediante la cual son acfü;ionadoa alaunos grupos acetil. · metil. 

folfato. hiclroxil y carboxil a la cadena polipeptldica. 

d) Acllacl6•. o adición de icidos graooa a la pn>telna. 

e) Glico•ilacl4n, en Ja cual se unen cadenas de carbohidratos a la proteina. 



, 
GLICQSILACIQN. 

La alicooil8ción u una ele tu~ poanduc<'cn• ... mb _.,iadu qúe .. 

. llevu •cabo en las prolMMs ~y pn>telau ele~- En el - de 

alicosüación, loa oliF>Mdridoa - • - a la protelna au9- divenoa cambios a .. puo 
por el ,..iculo ......,....-... y ._.to de Ooltli, 101 cualca ..,_,"--~•ya 

que el tipo y aaeuencia da loa carbohiclnlo1juep un papel imponaale - el al__.....,.o, 

. disrribución y fllncionalidad de dic:hu pro•-· En la pcoailación uno da loa -mú 

imponanrea ea la mano1a, aa ha propuesto qua dependiendo del contenido de a11a -.:ar. la 

proteina pueda ser alnuM:emda en loa liaosomaa o trasladada al exterior da la cBula (Voett, 

1992). 

TIPQI QE GUCQllLACJQN. 

Básic__,e exinen doa tipos de aJicolilllCión, la N• y la 0-.. lcesllacl6n, En la N

•lico1ilac'611. La adición de azúcares en la N-slicosilación. se inicia en eJ retfcuJo 

endoplásmico en donde la manosa se une con un residuo de N-acetilafucoumina (NAG) a la 

cadena polipepddic:a, mediante un enlace P-N-aJicosldico con un nitró¡jeno del P"'PD amino 

de un residuo de aapuaaifta (Asn). que se enc:uentre en Ja secuencia Asn-X-Ser o Asn-X

Thr. en donct. X es un residuo de cualquier aminoácido con excepción de prolina (Pro) o 

aspanaro (Aap) (lis. 4a), la estructura formada e1 ramificada y en la cual pueden e11ar 

involucrados diferentes tipos de azúcares. en su procesamiento estin involucradu: por lo 

menos once di&rentu enzimas. La 0.alicoailación se inicia en el aparato de Golai. ea dQnde 

el disacúido P-11alacrosil-(l-3)-a-N-acetigalacrosamina, se une • la cadena polipeplfdica • 

través de un enlace cz-0-aJic:oaldico, a un oxlpno del IJNpo -OH. de un residuo de aerina 

(Ser). o 1reonina (Thr), aiendo poco común que alsuno1 azúcares como l<ilo .. o pl11e101a 

puedan f"onnar enlaces a-0-aficosldicos con Ser o Thr. (lis. '4b). su atnactura es simple. en 

refaC"ión a Ja N-aicosi,.c'6•. fa cual puede contener uno o varios azúcares y la adición de los 

carbohidntos. puede ser catafízada por glicos.ifrransferasas distintas a las que están 

involucrada en la N-IJlicoail•ción. (Voett, 1992). 
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' -- A•,,..W•S./'Tllr ---- Aa"•ll'·S•NTiv --

P'itfUta •· Tipo• estructv,.I" d• cubohldralo• que •• pueden unir • laa protefnaa porun 
enlace de tipo: C•) N-t11icoaldlco • un r .. lduo de Asn o (b) Q.gilJcoaJdlco a un ,..,duo de Ser o 
Thr (JenlUna anel Curllng, 191M). 

W'NC!l'.ÓN QE LA GLIC'QSILACIÓN 

Ambos tipos de sJicosilación proporcionan a Ja proteína caracteristicas imponantes. En 

diversos estudio• se ha encontrado que la O-slicosilación est• involucrada con la ~reción 

proteica. mientras que Ja N-glicosilación esta relacionada con la estabilidad de las proteinas 

(tabla 1). se ha observado que cuando un mismo tipo de proteina presenta diferente grado de 

glicosilación su actividad y estabilidad se modifica (Frukawa y Kobata, 1992). Otras de las 

funciones de la glicosilación son: el dar protección a la proteína contra ataques proteoliticos, 

debido a que Jos carbohidrato• son un impedimento .fisico para que Jas proteasas actúen. 

Además. Ja unión de los carbohidratos a la proteína Je confiere una mejor solubilidad. p&.:.esto 

que Jos residuos hidrofóbicos son cubienos por los carbohidratos. tambien se ha reponado 

que Ja gJicosilación tiene relación con la respuesta inmune (Jenkins y Curling, 1994). 
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EFECTO OIU.pHE lmtiBIDOIUiS OE LA OLJCQSIU.CJON SOBRE 1..ASECll.ECJONPE PECT~ PllA ..... l'-6Mcn.f.llO 

e..._. T,,.,..,, .... ,._¡;¡; e...._ 
a~M N--efieo•itecJ6n Ubef9ei6n ~•luler 
Endo glucaneMt 1 N-91Jc09118d6n estabiUded 
Endo glucena•• 11 o-e11co•llacl6n eecntel6n 
&o gluc•n••• ff-alico•ll•ción conform•Cf6n y est•bilidad 

0"1Jllcoail•cl6n •ecrec:i6n 
0-9ucoailecl6n eectKión 

Q-elJcoall•ción 

nsut•lpoRES PE LA GLICOSJLACIÓN. 

Uerlvovri et. •:18eS 
Kualcek M. a1.; 1887 
sanchu et. •; 1882 
sanchaa «. a1.; 1ec: 
Chu 91. el.; 1878 
Kou y L•rnpen; 1872 
Kou y l•mpen; 
1872 

El estudio de Ja glicosifación se ha llevado a cabo mediante el uso de inhibidores que 

bloquean la síntesis de Ia cadena de los oligosaciridos. La inhibición de la N-g:licosiJación. se 

obtiene al utilizar • la 1un.icanúcina (TM) (fig. Sa}, Ja cual inhibe Ja reacción de doli~ol-P y 

uridin difbsfato-N-acetilglucosamina (UDP-N-acetinglucosamina) ya que Ja tunicamidna es 

un antibiótico análogo del UDP-N-acetilgluco.samina, el cual es necesario para Ja .forma'i:ión 

del dolicof.PP-N-acetilglucoaamina, siendo éste el acarreador de Jos carbohidratos a Ja 

c:adena polipepddica. en la N-glicosilación. 

Por otro lado, el estudio i11 1•i1•0 de Ja 0-glicosilación no ha sido f'ácil debido a Ja f'aJta de 

infúbidores específlcos para este tipo de glicosiJación. aunque en diversos estudios se ha 

utilizando Ja 2-desoJti-D-slucosa (tig. S b). el cual e• un an41ogo de Ja glucosa y manos•. No 

se conoce a ciencia cierta cómo actúa este desoxiazúcar. aunque se ha propuesto que Ja 

inhibición de glicopro1elnas por Ja 2-desoxi-D·glucosa es debido a Ja inhibición de Ja 

f'oaf'oglucosa isomerasa y la .fosfomanosa isomerasa. enzimas necesarias para Ja slntesi~ de 

manosa. Ja cual es necesaria para Ja iniciar Ja 0-glicosilación. en las proteínas. mediante la 

unión de la manosa al grupo hidroxilo de un residuo de serina/1reonina (Kubicek. et. al. 

1987; Kuo and Lampen. 1972, Krátarj et. al; 1975). Por otro lado. se ha propuesto que Ja 

2-desoxi-D-glucosa puede intcñerir díreetamente con la síntesis de proteinas. como ha sido 
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• 

b 

H XH 
1 o-e 
1 

CH:i. 

H;tC Hno"~
0 

OH ~?. 
' 1 1 11 1 OH H 
CH-CCH2• -c-c-c-s • MS 1 

Hucf n •8,9,:o:o 11 H 11 011 j"2 
. ~~s....; 

. CHOH • 

~º~ 
un oH 

Fi9Ul'a •· E•tructure qulmlc• d• (a) la tunicamlcin• y (b) I• 2-desoicl-0-gluco•• (Voett, 1882). 

observado en protoplastoa de Saccharom)'ces cere,•lsiae. donde este microorganismo 

produce glicoproteinas como la fosfatasa ácida e invenasa. pero cuando es cultivado en 

presencia de 2-desoxi-D-glucosa. no se presentan dichas enzimas libres de manosa. Por otro 

lado. la cantidad de invenasa intracelular. es similar a la encontrada en presencia de 

ciclohcximida. lo que sugiere que este efecto tiene que ver con una inhibición en la síntesis 

de proteínas (KrátacY el. al; 1975). También se conoce que este desoxiazúcar inhibe 

simulitáneamente la sinitesis y secreción de manoproteinas, e interfiere con la f"ormación de 

polisacáridos involucra.dos en la sintesis de la pared celular. 



EJ"ECTO CEL pH E 11'."HlBIDORES D1i LA.OLIC~~CION SOElkE LA SECllEC:ION DE PECTINASAS D&A,,,._.lhu MO~t-l•O. 

Diversas proteinas con implicaciones comercialea. tanto para terapia humana como ,,.,.. 

uaos alimenticios. han aido obtenidas mediante tknicas de recombinación ;,, '''"°• ain 

embarao. uno de loS mayores problemas se presenta cuando .. utilizan oraaníuno• 

procari6ticos como aistemu de exprcai6n, ya que éstos no puede &licosilar a las protejnu_ 

por lo que éatas biomoléculu presentan deflcicnciu en su función. A nte respecto loa 

honaos filunentosos presentan mayor ventaja al ser utilizados como vebiculos de clonación 

de genea de origen eucariótico, ya que poseen una vía de secreción que permite que se lleve 

acabo la glicosilación de las protefnaa. presentando una mayor eficiencia en la expresión y 

una alta capacidad de secreción. 

LOS HONGOS FILAMENTOSOS. 

Los hongos filamentosos han sido utilizados como modelos biolóaicos para estudios 

fisiológicos. bioquimkos y genéticos. en donde se ha logrado entender el fiJncionamiento 

celular de lo• organismos eucariontes. Loa conocimientos obtenidos sobre ~ato• 

microorganismos han tenido gran imponancia en el campo de la medicina, asricultur, 

industria e investigación básica y aplicada. 

Estos microorganismos son saprófitos, aunque tunbién existen algunas especies parúitas. 

Son capaces de crecer en una amplia variedad de hábitats y condiciones, aunque. en ge~eral 

Ja mayoría de ellos. crecen en hibitats terrestres que presentan una alta actividad de ~SU• 

(A.) (Brok. 1991). se desarrollan sobre el suelo, materia vegetal muena o en estado de 

descomposición, Ja cual desradan a panir de las enzimas extracelulares que ellos mismos 

secretan. desempeftando asi una imponante func:ión en el reciclamiento del carbono 

orsánico, ya que debido a su gran diversidad metabólica y de su amplio sistema enzimá~ico, 

estos microorganismos son capaces de degradar una gran variedad de productos tóxicos 

(Lamar, 1992). 

Los hongos filamentosos pueden ser utilizados para la producción de diversos metabolitoa 

de interes humano. como ácidos orgánicos. antibióticos, proteinas Y enzimas. Algunos 
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~lo• de áto oon P~ntcllli11m y Cephalosportum loo cuala oon productora de 

-· (Brok, 1991) y .A-'71ilhl_. ntpr productor de ic:ido cltrico y divenu enzimu 

(ltoalkiewic:z and Smit11. 1994). 

El .,enero .A-,..tlhl .. conti- 200 eapecia y v--., alaunu de eUu han llido 

cluiftcadu como honao• imperfecto• dentro de la divilli6n Deuteromycota ya que no .. leo 

conoce tma,... -ai cl-.o de aa ciclo de vida (por ejemplo .A-,..tlhl:tt ntpr, .A. -· 

etc.)..........,._• otru ._;.o, como.A.,_,..,.,,, la cual.,..- - - -.!, M le 

cluiftc:a dentro ... la divilli6a A9comycota, - ... no-. COITKtD EllwrU:.lltl nklll/OIUI, 

....,..... el no...,.. comú- utilizado a el de el estado impeñecto (Ward, 19111). 

EllDa honao• ~ pan venalilidad para crecer en ditenmn condicionn 

•-•In. a1...,... nmy _.avorabla, por ejmnplo .A-,..tllus 11tdtllalu que n capaz de 

oobnvivir en un.._ de pH -re 3.5 y 9.0 (Caddick, "· al .• 19S6). Alaunu -ieo de 

- ..... o preoemaa mayor import811CÍa económic:a, como .A-rgtlhls ntpr, - produce 

el 95% de lu - conwrcialeo (Smith. 1994), la• cualeo pueden...- utilizad•• en la 

elabonK:i6n de ~o• pare comumo humano (tabla 2), ya que a1......,. de e_oto• 

microoraaniomo• oon comide.-ados como GllAS (Generally llecoanized Ao Safe). Eoto• 

honao• tambiá oon procluctoreo de antibi6ticoo y pi¡pna11os, icido alucónico y cltrico, 

como ea el caso de .ASfM,.-Jlhls nlger. A. calwllll&. .A. joponicus y A . ...,.,,,;¡. Sin embarao. 

cxiáen miembro• de ate anero que pueden cauoar aravu dallas al hombre, ya que_ alaunos 

son productores de micocoxinas como A~rgillus ochraceus. A. parasilicus y Asperal,ll11s 

flawl:tt, éáe último u contaminante de arana• y ali-o• almacenados miaMru que, .A. 

fa111t...,11s ea el cauaante de la uperailollio pulmonar (Kozakicwicz end Smith, 1994). 
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PEC"DNASM. 

----· -· --= ----------= 
Entre las clivenu enzimas producidu por -t..,,,,.tlhls se encuemru lu pecti--. a... 

enzimas elltÚI ampliamente clinribuidu demro de la natunleza, tllftto en plantas como en 

microorpniunoa. en donde ~ ... un papel importllftte en la de¡¡radadón y reciclaje del 

material waetal. En su producción industrial se utilizan honso• del ·-º Jf-rgt/hls cales 

como,f. 11/pr. ,f. CH>:- yJf. _,,,¡¡ (Fo11U1Y y Kelly, 1982). 

El principal uoo induotrial de lu pectinasu se encuentra en el proc:eoum-o de ftutas y 

venturaa. para la elaboración y clarificación de juaoa. vino• y concentndoa. debido a que 

estas cnzimaa aolubilizan la• sustancias pécticaa y disminuyen la viscosidad de. los 

concenlrados. favoreciendo asi Ja maceración de los 1ejidos vegetales. aumentando el 

rendimiento en la producaón (Witaker, 1984), y la extracción del color de loo vegetáles. 



EFECTO DEL pH E r...'l-UBIDOk!iS DE LA ~LICOSU.--.CION SOPJt.B LA SEC'UCION OE PECTtSASAS oa.cs,.,../h.6 MOM·lSO ... 
Otras indusuia• como la textil y la maderera hacen uso de este tipo de enzimas en los 

procesos de tinción de las tela• y conacrvación de la madera (Foaany y Kclly. 19a2; 

Kurowsky y Dunleavy, 1976) . 

• 

b 

.. · 

F•ura e • Eatructuni de I•• •u•t•ncl•• pectlca•, •> •cldo pollgalacturOnlco y b) pectln• • 
(Kllar•. 1982). 

Las pectinasas son un complejo de difcrentea enzimas cxtracelulara que actúan sobre las 

sustancia• pécticas (fia. 6). actúan de una manera coordinada entre si .. Estas se cla&ifican. 

principalmente, dentro de tres catqoriu: l) solubilizantes. 2) esterasaa y 3) 

despolimerizantes (tabla 3). la nomenclatura dada por la Enzyme Commisaion (E .. C.) se basa 

en tres criterios (Fogarty y Kelly. 1982): 

1.- De acuerdo al substrato sobre el que actúan (pec:tina. icido péctico u oligo-D

galacturonatos). 

2.- Por el tipo de reacción que catalizan (hidrólisis o trans-eliminación). 

3 .- Por el sitio, en el polisacirido. en donde se lleva acabo la reacción cata1itica (en4o si 

es dentro de la cadena, y exo si es en extremo reductor de ésta). 

La pectin esterasa (PE) es una hidrolasa que desesterifica la pectina. produciendo metanol 

y ácido po1igalactur6nico (fig. 7). tiene un rango de pH óptimo de actividad de 5.0 a 6.5 
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(Fopny y Ward, 1974). El 'cido poli¡¡al11eturónico ea hidrolizado por laa poli¡¡alKtUronaoa• 

(PO). lao cualn pueden romper lo• enlaces intemoa de I• cadena (Endo-PG) fbnnando 

oli..,..iacturonatoa, o pueden cortar loa azúcares del poliaacirido que .. encumnran en el 

llXIJ"emO reductor (Exo-PO) dando ori¡¡en a mono,,__ o trimero• (llombouto y Pilnik. 

19110). el pH óptimo para au 11etividad catalltica de lu PO .. encuentra entre 4.<1-6.0. L .. 

polimetil¡¡alacturonuu (PMG). por su parte, tienen como auorraro a la pec1ina, en luaar del 

6cido poliaalacturónico (Fopny y Kelly, 1982; Kilan. 19112). 

Otras pectinaaa• que también dep•dan I•• 1Ub8taDC:iaa péctkas. son las li•us. que rompen 

.....,_. a-1.4 ¡¡lucollldicoa mediante el mecanismo de tnDMliminación (\Vhitü:er. 1994). 

- m>Zi..,.. tienen un pH óptimo, generalmente de a.o a ID.O (\\'i1haker, 1914.; Fopny y 

Kelly. 1982; Mac Millan et al, 1964a). 

--~n•••(PP) Hldr61Jaia P•=tin• 
ltomn...--(RG) .. . _ ..... Hidróllaia 

o • ............. 
P\Ktil.....,na CPE) Hldr611al• 3.1.1.11 Aclda pallg•l•cturónlco •""9hlnol -- HldróHal• ,....,.,.....lectUroft9••• (PMG) 
E- M•~I cligog•lecturcn•to• 
"-"MO Meti monog•l•cturon•to 
PolkMtutlafacNron .. o u. ... (PMOL) Tr•n••llmin•ct6n 
E-..PMOL 4.2.2.10 Meti cllgog•ldcturonatq 

lnsatur•doa 
a.-PMGL Metll monogel•cturonato 

lnsaturado 

AlilM• ---· _.._.1Miblmalml PoNg ... cturon ... (PO) Hldróliala 
Endo-PG 3.2.1.15 Oli¡o¡•l•cturon•toa 
"-P0-1 3.2.1.87 Monog•l•cturon•to 
&o-P0-2 3.2.1.aa Monogal•cturon•to 
Poliplacturonllto u. .. (PGL) Tr•naelimtnecf6n 

O/igog•l•cturon•to lna....,.do • EMo-POL 4.2.2.2 
Exo-POl. 4.2.2.• Monog•l•cturon•to fna•tur•do 
ActUmn aobr9 oll~lacturonetoa 
(00) 

Hlclr6Uaia Monog•l•cturon•to <>U901Jalacturon• .. 
~Jacturoneto H• .. Tr•n••Hmln•ct6n 4.2.2.8 Monog•l•eturon•to lnaatur•do 

Adeptado de Foprty )' K9tly (1982) 
No.EC NünMro ciado por I• Enz)'m• Commisaion. 
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f't-¡>i. '¡-• • • 1-r L,.J'i_, • !'f- :')I. - -• 
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~!JC'i"~--- . 
Pollf.sactwr-•vr :'1 ~- · i:-~=---.=y[" :i?l-· Jt· ~·-_-,,,.i=:..'1 ... ~ 

!.'t-V!. '<1
_, . · l"'i- • -· !'f-Yl- !':'i--.A . .• 1... ... . ... .. - ·-· 

Poll1~tolla•• 
~11a1ec1wr- • 

F19ur• 7. Mecanlemoe de cet•H•I• de lea pec:tln•••• ( .. kal yWinkemann, 1982). 

Este complejo enzimilico es muy amplio y ofrece una gran ventaja al utilizar dicha• 

enzimas como modelo de estudio en la secreción proteica en hongo• filamentosos como 

As¡wrgtl/11:s. 

Aun cuando se han realizado diversos estudios sobre el efecto que el pH del medio tiene 

sobre la fisiología microbiana. la mayoria de éstos han sido llevados acabo en bacterias, por 

lo que aún se desconocen muchos de los aspectos del efecto que el pH tiene sobre los 

hongos filamentosos, sobre todo cuando estos se encuentran en condiciones de acidez 

extrema. Por lo que resulta importante realizar estudios sobre la producción y secreción 

enzimática en condiciones de acidez extrema, ya que esto dará como resultado: 

a) Entender cómo el microorganismo responde a los cambios ambientales. 

b) Aprovechar este tipo de respuesta para manipular la producción y calidad enzimática. 



... 
Ea polibl• que debido .a .,..to de ..:idez del pH externo, el valor del pH interno oe 

mocliftque ~o ori1en a cambio• ~antea en el ......., de acidez en el ntlculo 

~ y el aparato ele Golli, como un mecanismo del control hemoati!ico, 

modificando ul lo• patrona de Jllicollilac:ión de tu pectinuu, lo que ~e ... erar loa 

niv.leade MCrec:ión de -enzimas. 

O&l•TNO: 
El objetivo de la realizac:ión de eate tl'lllNVo file: 

"Evaluar la aec:rec:ión da pec:tinuaa de A-f'6ilha, c:ultivado en c:ondic:ionu de acidez -·" 
Pan '°Far este objetivo aa plantearon loa si¡púentea objetivos partic:ularea: 

a) Seleccionar una cepa que creciera y produjera enzima.a pectinoUticu en condicione~ de 

acidez extrema. 

b) Evaluar el efec:10 del pH aobn el crec:imi .. to, pH intracelular y la aec:rec:ión de pectina .... 

c) Evaluar el ef"ecto de inhibidore• de le llic:oailKión -.., la aec:nc:ión de estas enzimaa: 

ESTJ\ATEGIA PE TBA,BAIQ. 

Para alcanzar los objetivos planteado• • sisui6 la siauiente estrateaia de trabajo. 

Debido a que contamos con un número 11rande de diferentes cepas de A6P'rg#l/11s. M 

decidió seleccionar una cepa que al ser cultivada en condiciones de acidez extr~ 

presentara una reducción en eJ crecimiento y un incremento en la secreción. Dicho eCecto fiae 

definido como una condición de eatrá por pff ic:ido, para lo cu.a M sipieroa loa siauio;ntea 

criterio•: 

1) que el microorsaniuno creciera a pH de 2.5. pero que su crecimiento f\Jera meno~. en 

comparación al obtenido a pH de 3.5. 

2) que el microorganismo fuera capaz de producir pec:tinasas a pH de 2.S. 
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3) que lu pec:tinuaa producida• a pff de 2.5 presentaran mayor actividad eapecifica que 

luproducida•pffcle3.5. 

La primer• p.me de I• oelec<:ión oe remliuria en medio sólido, • pff de 2.5 y 3.5, 

determinando la actividad como halos de hidróliaia y au cncimiento como dimnctro de la 

colonim, lo u una forma nipid• de probar un sran nú.-o de cepo. Después lu -s 

preoeleccioMdaa. salan cultivadas en medio líquido determinando su actividad, como halos 

de hidróliaia y el crecimiento como peso seco. seleccionando aquellaa cepas que pretental'an 

UD mayor eatrá por efilcl:o del pH. Posteriormente. a loa mic:roorpniamoa selecionaclca se 
les dccermínarfa 1• mctividmd exopectinolltic:atica, presente en el medio de cultivo libn de 

células,, eliaicndo a la Cep9 que presentara la mayor actividad especifica. calculada en bue su 

crecimiento. 

u- vez seleccionlldm la cepa con la que se luobri• de t...taju, se proceded• • rfflizar Ju 

cinMicaa de crecimiento y produc:ción de Ja actividad ero y endopectinolitica. cultivando al 

microoraanismo en trea valorea de pH. eJi¡¡iendo para eno un valor cercano a la neutralidad 

(6.5), otro que ha sido reportado por Foaarty y Kelly, 1982 como el óptimo para la 

producción de estaa enzima8 (3.5) y por último un valor úido en donde el crecimiento se 

redujera notablemente (2.5). También el pff intracelular seria determinado cultivando a ate 

microorsaniamo dentro de un ranao de pH exicrno de 2.S a 7.0. Con el fin de determinar si 

fa alteración en el pH intracelular modifica la glicosilación y de relacionar estos cambio• con 

fo1 nivele1 de secreción,, ob9Cl'Yados cuando el microorsaniuno es cultivado a pff de 2.5_ 

Por otro lado. se evaluó el ef"ecto de dos inhibidores de la alicosilación. (2-desoxi-0-aJucosa 

para cJ tipo O- y tunicamicina para el tipo N-). sobre Ja secreción de las piectinuu de 

.A.YJergl//11.s. afin de corclacionar esta inf"onnación con fas posjbJes modificaciones 

producidas por el valor de pH deJ medio. Para lo cual primero se debería bu~ la 

concentración de 2-desox:i-D-glucosa y tunicamicina. que inhiben la O- y Ja N-glicosilación. 

sin que se viesen af"ecladas otras funciones vitales de Ja ceJuJa. Una vez encontrada Ja 

concentración para ambos inhibidores, el microorganisino seria cultivado en presenciA de 

1 
i 

1 
¡ 
I 
f 
' 



c..Sa - de dio• por ........ do y evaluado .. ef'ec:10 aobre la actividad exo y 

~lica. 

En el cuo ele la 2-damd-D-ahaco ... que .. un~ de la sJuco .. y qve .. conoce -

puede .,... .... reprellWln calab6lica (Ganceclo, 1988) 1aml>i4n .. utilizo afuc:o .. a la misma 

c~--•inbibidor. 
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DIAGRAMA PE IJ\ EQ"BATEGIA QE TBUAIQ 

Cinética de crecimiento 
y actividad pec:tinolflica 

Cultivo a 
pH de 2.S,3.5 y 6.S 

Selecc:i6n 
Cultivo en condiciona de eatr4t• en 

medio s61ido a pH 2.5 y 3.5 

Selecci6n 
Cultivo en condiciona de estrés en 

medio liquido a pH 2.5 y 3.5 

Cultivo a diferente• valores de pH 
(2.5, 3.5 y 6.5) 

Cultivo en presencia de 
inhibidores de la alicoailaci6n 

2d11 tm 

Evaluación deJ crecimiento 
y actividad pcctinolhica 

Dctcnninación 
del pff intracelular 

6.5 



CAPITULO 

MATERIALES Y METODOS. 

MICB,oogGl\NISMQS. 

Durante la selección, pri-.i. etapa del uabajo oe utilizaron 52 cepas del .-o 

A-,.,Plhls, 47 de las cepu flleron aislada de material waet .. en_...., de deocompoaición 

y la• ouu S cepas ftaeton de colección (No,,_.. lleJPonal Rssearch Laboratorin. Peoria 

lllinoia. USA). Posterionnente, en la -- etapa oe -leó a la cepa seleo:cioneda. 
A-rgilhls MGM-180. Todos -o• mic:roMpDismos fllcn>n conservados en tubo• con 

medio inclinado de papa ~osa apr (PDA), e incuNdas por un periodo de 72 hora-. a 

una temperatura coastant:'.8 de 3 7°C. 

MEQIQS y CQNDICIQNES DE CULTIVO. 

Los microoraani•mos fueron cultivados en medio basal (t.IB), para la producción de 

pectinasas, el c;ual tuvo la siguiente composición: Kz HP<>. al o.2•hi; KHz PO• al 0.2% y 

(NH. h so. al 0.2%, utilizando como filente de carbono pectina citrica de 4,./. de 

esterificación, al 1.0"/o (Sigma C'-nical Co. U.S.A.). 

Para el cultivo en medio sólido, el cual estuvo formado por medio basal y agar al 0.05%, 

tos valores de pH inicial fueron 2.S y 3.S, inoculando el medio por pic:adura. e inc::uba:lo a 

una temperatura de 37° e por 72 horas. 
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La producción en medio líquido fue llevada a cabo en matrace1 Erlenmeyer de 500 mi. 

conteniendo 200 mi de medio. utilizando tre1 valorea de pH inicial para la tamentaci6n (2.5, 

3.5 y 6.5), a menos que HI indique lo contrario. El tamdo del inóculo fbc de 1 x· 10• 

e1poraslml de medio. Se incubaron a una temperatura de 37° C, con aaitación constante de 

100 aolpeslmin .• en un asitador reciprocante de 1 pulsada de desplazamiento. 

ACTIVIDAD PECTINOLITICA.. 

La actividad pectinolitica total en medio 161ido fi.le determinada por doa variante• del 

método de difi.lsión. En el primero, utilizado durante Ja primera etapa de la aelección. en el 

cual se tomó un cilindro de aaar de la pane apical de las colonias. ya que se ha reponado 

que en esta región se encuentra localizada la mayor secreción de enziinaa atracclularca 

(Wosten et. ol.; 1991), las cuales fueron crecidas previamente en medio sólido, las et1ales 

fberon colocadas sobre una placa de agarosa-pectina. e incubadas toda la noche (14 ~ru) 
en una f;ámara húmeda a 37° C. Despuéa de este tiempo los cilindros fueron retirados de la 

placa de agarosa-pectina. revelando la actividad con rojo de rutenio al 0.051Ye, durante 30 

minutos. despu~s el exceso de colorante file removido. enjuagando la placa con •su• 
destilad•. observando las zonas de túdrólisis. a las que se les determino el diúnctro (cm). La 

seaunda variante del método empleada en I• segunda pane de Ja selección. consistió en 

utilizar 1 O µI del filtrado libre de células. provenientes de los cultivos en medio liquido, de 

las diferentes cepas. loa cuales se depositaron dentro de pozos de S.O mm de diin>etro, en 

una placa de aaarosa-pectina. éstos fueron incubadas toda Ja noche. revelando la actividad 

con rojo de rutenio. como se describio anteriormente. En ambas variantes del métod~ de 

difusión en agar la concentración de pectina en las placas de agarosa-pectina fue de 0.1 %. 

La actividad exopectinolítica presente en medio liquido fue evaluada por la cuantificación 

de los azúcares reductores producidos a panir de una solución de pectina al 1.0-/e, después 

de la incubación a 4SºC durante 20 min. a pH de S.O. Una unidad de actividad cxo 

pectinolítica fue definida como fa cantidad de enzima que catalizó Ja formación de 1-0 J.tmol 

de ácido galacturónico en las condiciones de ensayo. 
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La actividad endopectinolitica producida en medio liquido fta:e medida por el cambio de la 

Yi1e:olliclad en una aoludón de pectina al 1.0%, a pH de 4.2, a una t_.....ra de 30"C, en 

un YiKOúmetro de Oswalt (CANNON 200 651 IY). Una unidad de actividad 

endopectinolltic:a file definida como la cantidad de enzima que redajo en un 50"/. la 

YiKOsidad de la aolución de pectina, en un tiempo de 10 ntin. (All\lilar et. al., 1991). 

ELECTgOfQ&ESIS DESNATQR.ALIZANTE Y ACTIVIQAP in ••'CV. 

La electroforesis file realizada en condicionea desnaturalizantes de ac:uerdo al método 

de1e:rito por Laemmli (1970). Lo1 pin contenlan acrilantida al 10"/o, bi1-acrilantida al 2.7"/o 

(Bia.Rad laboratories). Laa muestrea flaeron coloc:adaa en un bafto a ebullición por 60 

M11Undo1 en bulla- de INleatra, el cual eotuvo formado por SOS al 4% (Bio-Rad 

laboratorie1), slicerol al 20%, 2-mercaptoetanol al 10"/o (Bio-Rad laboratorie1), buft"er "!"ri•· 

HCI 125 mM a pH 6.8 y --1 de bromofenol al 0.005%. La electroforeli1 file llevada a cabo 

c:on 1 .SO J.l8 de protefna de cada muesua. a una corriente constante de 30 mA.. en una 

unidad de aeln venic:..i.1 de 1.5 mm. SE-600 (H- Sci. Im. U.S.A) por un tiempo de 2 a 

3 hrs. Dapuá de este tiempo loa aeles flleron aumeraidos en solución de tinc:i6n. -que 

contenla azul de Coomalie R-250 (Bio-Rad laboratories) al 0.125%, metano! al 50% y i~ido 

ac:ético al 109...i. durante 1 hora. y después fileron desteftidos con una solución de icido 

ac4úco al 10"/o. 

La actividad 111 sifll (zimosrama), file realizada por do• tlknicas diatintu, 1) sel réplica de 

agarosa con sustrato ó 2) con el sustrato acoplado al gd de acrilamida. 

)) El aeJ réplica de •prosa--pectln•, se preparó disolviendo por calentamiento la agarosa. 

a una concentración final de l .OOA.. en bufFer acetatos O. l 7M a pH .s.o. adic:ionando la 

pec:tina o icido poligalacturónico. a una concentración final de 0.1%. y mezclando. Este sel 

de agarosa-pectina fue <:olocado sobre el sel de ac:rilamid• y cubieno con buff'er acetatos 

0.17 M. a un pH de S.O. e incubado a temperatura ambiente toda la noche (14. h). 
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Transcurriendo cate tiempo ae revelo la actividad. colocando el ael de ag:arosa .. pectioA en 

una solución de rojo de rutenio al O.OS% y enjuagado posteriormente con •au• destilada. 

2) Para los seles de sustrato •copl•do a la acrilamida. destinados para determinar la 

actividad, se Jea adicionó pectina o ácido poliaaJacturónico al O.to/e, aeaún se indique en el 

texto. Después de llevar acabo la eJectroforesia. éstoa fueron incubadoa toda la noc:he (14 

horas) en kido succinico O. IM, el cual se eliminó al termino de Ja incubación, 

posterionnente los geles de ac:rilamida-suslrate fberon tell.idos con una solución de rojo de 

rutenio al O.OS%. y tratado• como se describió anteriormente. 

80MPIMIENTO CELULAR. 

Para la eval~ación de la actividad y proteina intracelular. utilizando 1.2 matml de peso 

seco. La biomasa fbe lavada con solución isotónica de NaCJ al 0.85% y colocada en un 

deaintearador (Sanie Dismembrator SSO, Fisher Sci.) para eJ rompimiento celular, el cual se 

realizo en frJo. Los restos celulares fueron separados por centrifugación a SOOO r.p.m. el 

sobrenadante fiae recuperado y utilizado para su anilisis. 

SELECCION. 

Para la selección de la cepa de Aspergillus se buscó aquél1a que al ser cultivada en 

condiciones de acidez ex.trema, presentara una reducción en el crecimiento y un incremento 

en la secreción. dicho efecto fue definido como una condición de estrés inducido por pH. 

Las S:? cepas de A.sperglllus fueron cultivadas en ~ sólido, conteniendo pectina como 

única fuente de carbono. a un pH inicial de 2.5 y 3.S. por un tiempo de 72 horas. Tras ello se 

midió el diámetro de la colonia (cm). y se analizó la actividad pectinolitica total, utilizando 

un cilindro de asar de la par1e apical de la colonia. como fue descrito anteriormente. 
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Las cepas que respondieron al e1tré1 por pH en medio sólido f\lcron cuhivada1 en ·~ 

liquido, a valorea de pH ini<:ial de 2.5 y 3.5, • inc:ubadu a 37"C dunmte 72 boraa 

tran1euriendo cite tiempo la biomasa fUe separada, por fihrac:ión, y se evaluó el crecimiento, 

y se detennino Ja actividad pectinolitica utilizando 1 O ¡.11 de filtrado como ya file descrito. A 

Ja1 c:epu que presentaron una mayor re1pue1ta de ellrés por pH. se Jea dctenniftó la 

actividad exopectinolilica, seleccionando la c:cpa que mollró la mayor actividad especifica. 

EFECTO PE LA ;.pESQXl·P·GLYCOSA (U>QG) Y LA 

TUNICAMJCJNA (IM) 

Se utilizó 2-deaoxi·D·sJu<:osa (Gnodo O de Si-). Para lo auil, el mi<:elio. file 

precultivado en el 1'.m. a pH de 6.5, durante 24 h., con el fin de obtener suficiente cantidad 

de biomasa despuiis de elle tiempo el micelio fue recuperado, lavado con ~lución isotónica 

(NaCI al 0.85%) y trasladado a medio fteac:o. en donde file cultivado a dif"ercntc1 vaJor~s de 

pH inicial (2.S, 3.S y 6.5). Se probaron diferentes concentraciones de 2-desoxi-D-atucosa 

(100, 150 y 250 µglml). Utilizando también 11lucoaa (0) a la núsma <:oncentración que el 

inhibidor, para aseaurar que el efecto observado f\aese debido a la• alteraciones en la 

glicosilación y no a un posible problema de represión catabólk.a causada por la 2-desoxi·D· 

slucosa. En el caso del control el microorganismo file uatado iaual pero sin adicionar 

ninguno de e1to1 azúcares. 

La tunicamicina (Sigma Cbem. Co; USA) fi.Je empleada para inhibición de la N

glicosilac:ión. Este antibiótico es insoluble a valores de pH menores de 6.0 (CalBiochem), 

por lo que fue necesario inducir la síntesis de las pectinasas a los diferentes valores d-:: pH 

inicial evaluado•. antes de utilizarlo. para lo cual el microoraaniamo fue precultivado en ~ 

conteniendo pectina como única fuente de carbono. a diferentes valores de pH (2.S 3".5 y 

6.S). durante 24 horas. Posteriormente. la biomasa fue recuperada y lavada con solución 

isotónica. después fue transferida a un medio fresc:o con un valor de pH de 6.5. En esta 

condición fueron probadas diferentes concentraciones de tunicamicina (20 y JO µg/ml). 
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previamente disuelta en NaOH 20mM. Un volumen equivalente de NaOH 2~ fue 

adicionado al control ain antibiótico. 

METQDQS ANALITICQS. 

El ~imiento celulU" - medio sólido file evaluado detenniRUldo el diimetro de la 

colonia f"ormada en las condiciones de c;:ultivo (c:m). mientras que en medio liquido éste file 

determinado como peso sec:o (PS). La protelna file estimada en muestras dializada• y libre• 

de células por el llMtoclo de Lowry (1951). utilizando como eatm.dar albúmina de suero 

bovina (ABS). 

PETER.MINACION DEL pH INTgACELULAR.. 

El pH intracelular file evaluado deacuerdo al método descrito por Caddick ( 1986). En 

donde la biomua file macerada en lúelo seco y acetona. y resuspendida en soluC:i6n 

isotónica. A la cual se le midió el pH utilizando un potenciómetro convencional (Bec:kman 

34 pff meter). 



CAPITULO 3 
RESULTADOS V DISCUSIÓN 

SELECCJÓN PEL MICR.QQgGJ\NISMO 

De Ju .52 cepas cultivadas en medio sólido ae enc:ontró que d ~ de esto• 

rftiAOOraanismo• crecieron y produjeron pectina ... a un pH de 2 . .5. (tabla 4 a). De estas 

cuarenta y siete cepas. 1reinta y siete mostraron una reducc.ión en su ~ento en 

comparación al obtenido a pff de 3.S. Jo que se observa como vaJores menores de 1.0 t!D Ja 

tllbla 4 b. 

La mayoda de fu cepo presentaron una mayor producción de actividad pectinolitica. 

cuando el pff del medio fue de 2.S (tabla 4. columna e y d). La relación de la actividad 

especifica enue ambos valores de pff. mostró que las cepas MGM-30, so. 120, 160, :110. 

240 y 360 presentaron una mayor respuesta al estrés inducido por pff. Por otro lado. Ju 

cepas MG,.f-1.50. 280. 3 70 y 440 tuvieron un c:recimiento similar en ambos valores de pH. 

mientras que las cepas MGM-10. 170, 200 y 310, al iBUal que Aspergi/111s. awamorl y A. 

carholMUiNs, incrementaron su crecimiento cuando el pH del medio fue de 2.5. en 

comparación al oblenido a pH de 3.S (tabla 4 b). Esto indica que no todos. los 

núcroorpnismos responden isual ante las condiciones ácidas del medio. y es posible que 

éstos puedan aoponar valores de pH aím más ácidos. 
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TllMei•. P......_..,.de I•__.. de A,..,,,.... ... ...-........ 
CEPA . b . d . CEPA . • e d 

M-10 e 1.5 0.1• 0.2 o.eo MGM-270 e o. 0.311 o .• u 
e 0.ft• u.~ .31 1,1!11 

M-30 e 0.4 u.4• 0.119 2.33 
MGMa40 NC 

= ! 10 
e o.= 0.21 
e 1. u.u 

- M-:JOO e o. 0.3 0.21 
MOM-•O e 0.43 1.1 0.57 2.015 31n e 1. n.1e o.~ 

MGM-<50 e º·" o.- o.so 1.72 320 e 0.3 o. 0.38 
M- o e 0.4 0.80 o.•e 1.97 M-330 e D.81 0.21 0.21 

MGM--80 e o.- 0.74 1.18 M M-340 e u. • u.33 0.150 
MGM-90 NC o.se o MOM-350 e 0.23 o. 1 

MGM-100 e O. 0.3tl 023 1.81"11 M--o e n.3 t.13 2 
MGM-110 e o.- o.so 0.39 1.28 -370 e 1. ~.~ •.3 
MGM-120 e 0.4 o .... 0.30 2.1 360 e O. O. 1.8 
MGM-130 e u.31 1.20 0.81 1.4• 80 e o. u.4 
MGM-140 e 0.831 o. o 30 1.73 MGM-400 e o. 1.40 1. 
MGM-1DU e 1.00 0.1 0.20 o.a MGM-410 e u. 1. 1.1 
MGM-18u e 0.2 1. o.so 2.• MGM-420 e o. • 1. 1 . 
MGM-170 e 1 .•• O. 0.29 o.ea MGM-430 e O. o. • o 3 
MGM-180 e o.- 1. 0.79 2.22 MGM--440 e o ... O. • o.a 
MGM-180 e u.SO 1. 0.93 1.88 MGM-450 e o.~ o. • o.e2 
MOM·2DO e 1.18 0.3 023 1.38 M o e o.- o. 0.23 
MGM-210 e u. 1. 1.00 1.6 e º·" 1. 1.• 
MGM-220 NC A. e o.e O. 0.1 
MGM-230 NC A. •wemorr e 1.50 0.3 o.e 
MGM-240 e u.- º·"' 0.29 2.87 A. c81'bon-.c..a• e 1.20 0.2 Q.4u 
MGM-2150 e n 0.50 o 30 1.157 A.fU · alua• e 0.59 º·ªº o.e2 
MGM-290 NC 0.71 o A. ochr•eeu•• e 0.78 0.1 0.11 

•te~• pH de 2.• ce.~ Ne, no cntet:.'1}. 
ltt Rlllecidn .,,.,_el cr.clnWneo • pH ... 2.5 'I 3.S. 
et ActMded ..-cmce. • pH •a.•.--. K6do pciligeMct~. e cm de hallo de ........,cm.......,_ de .. colonle). 
~> ActMd9d ~. • pH .. 3.8,....,. ~Ido por.ga&ac:NrOnlco. (cm de Niio de hklr0...'9/cm ~de ta cCllcnlll). 
., ".-ddn de .. llCUwtded ___..... pH.,. 2.5 y 3.5 
•J c..- d9 cot9cc6dn. 

• 
1.a• 
O.•• ... 
1.a• 
Cl,73 

1.53 
1.33 
o.ee 
1.10 
2.1 
t.28 
o.~ ··-1.3 
1.38 
1,4;,,t: 
1.04 
1.0. 
1.42 
1.2' 
-•. o 
•.e 
o .•• 
o.e3 
1.28 
1.SS 

EJ alto número de cepas que crecieron en condiciones de acidez extrema muestra la 

enorme capacidad de Aspergil/us para adaptarse a condiciones adversas. Ja cual es una 

característica muy estable. aún después de que algunos de estos microorganismos estuvi!=ron 

por largo tiempo en condiciones menos desfavorables. como es el caso de las cepas de 

colección. Aspergil/us 11iger. A. f11111igutus y A ocl1race11s, mostra.-on una reducción en su 

crecimiento a pH de 2.S. mientras que en estas mismas condiciones Aspergi/'11s m•·amori y 

A. carho11aril.1S lo incrementaron, en un SO y 20%, respectivamente. 



En la •suncla parte de la Mlección las cepa• MGM-30, SO, 120, 160, 110, 240 y 360 

fberon cultivadas en medio liquido a pH de 2.5 y 3.5, - donde se obMrVó, que ~o '•tas 

condicione• de cuhivo, la relación del crecimiento -re ambos valorea de pH (2.513.5), file 

mayor en comparación al cuhivo en medio sólido (tabla 5), con excepción de la cepa MGM-

360, la cual aumentó su crecimiento al ser cultivade en medio liquido. úto pudo ser 

oriainado por la• dif"erenciu en las respuestas flaiolóaicas que existen entre loa cu.lt.ivos en 

medio sólido y liquido (Minjares. •'· al., 1997). Con lo que respec:ta a la actividad 

pcc:tinolltica laa c-MGM-120, 160 y tao las que presentaron mayores (tabla 5). siendo la 

cepa MGM-110 la que p..-ó la máxima acti~idad. núen1ra1 que lu cepas MGM-t 20 y 

160 moltnron una actividad del 83% y 909/e respectivamente. en comparación a la cepa 

!\IG?\i.f ... 110. La cepa MGM-360 por otro lado. a pesar de no presentar una reducción en su 

credmiemo mostró una actividad pectinolitica corre1pondieme al 72% de Ja mixima. 

MCJM.50 0.179 1.40 (48.8) 
MGM-120 0.207 2.50 (13.3) 
MQM-180 0.278 2.70 (80.0) 
MOM·1aD 0.372 3.00 (100.0) 
MOM-240 0.210 1.80 (53.3) 
MOM-390 1.130 2.15 (71.8! 

• Cep•• eulttvad•• en medio UQuido • pH de 
2.S :r 3.5, sobre pectina (1.0IMo) como tlnlca 
fuente de cart>ono, por 72 hore•. 
~ Actividad determln•d• como h•lo de 
hldr611ela en loe filtredo• de pH de 2.5. e Relecl6ft del crecimiento • pH de 2.51 3.5. 

Cuando se determinó actividad exopectinolítica presente en el medio de cultivo libres de 

cetulas obtenidos de estas cuatro cepas. Jos mayores niveles de actividad especifica fueron 

obtenidos por las c:cpas MGM-120 y 180 (tabla 6). los cuales fueron muy semejantes entre 

si. siendo Ja cepa MGP..t-180 la que presentó un 14% mayor secreción de protcina que Ja 

cepa MGP.1120. La cepa MGM-160 presentó el nivel miximo de proteína extracelular, sin 

embargo, la actividad que presentó correspondió al 66% de Ja máxima obtenida con Ja ~epa 

!\IG!\.t-180. Con lo que respecta a la cepa P..tGM-360, ésta presentó niveles de prot"eina 
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extncelular aemejantea a laa cepas MGM-160, pero Ja actividad e"opectinoJitica. eapecifica., 

lbe n.nor al 50% en relación a la obtenida con la cepa MGM-180. 

MGM-1eo 48.25 100.00 2e.30 ee.71 
MOM--180 43.58 81.44 42."2 100.DO 

• ;:.:::ivH::·: med::1::ido • pH .:·J\. eobr• pecti.:!(~~oU) 
como llnice fuente et. carbono, por 72 ho,.e. 

De acuerdo a Joa resuhado• anteriores se eJijlió a Ja cepa de Aspergil/11s MGM-J 101 Ja 

cual p.-esent6 eJ mayor e~to de estrés inducido por pff •cido. 

EFECTO PEL ¡?ff SOBR,E EL CR.ECIMIENTQ DE 

. Arpe_,,.¡llus MGM-18o y LA SECR.EClo'N DE PECTINASAS. 

ASP"rgil/11.s MGM-J 80 fue cultivado en medio Jfquido a diferentes valores de pff inicial 

(2.5, 3.5 y 6.5). loa cuales se mantuvieron casi constante•. lo larao de la fermentación cfia.a 

1 A) existiendo un liaero incremento del pH cuando Ja fermentación inició a pH de 6.5. 

Mientras que el crecinúento obtenido a Jos valores de pff de 3.5 y 6.5 file similar en ambo• 

c;:aaoa. pero cuando eJ microorganismo creció a un valor de pH de 2.5, Ja cantidad de 

bioma.u se redujo en un 76% con respecta a loa valores de pH de l.5 y 6.5 (fi9. 8 B~. La 

actividad exopectinolftica especifica, obtenida a pff inicial de 2.5, a las 24 horas fue 13 vCees 

más alta que la obtenida a pH de l.S y 6.5. (fig. 9 A). aunque Ja actividad a pH de 2.5 

disminuyó después de Jas 24 horas. en el último tiempo se encontró que la actividad era 8 

veces superior a Ja encontrada en condiciones menos •c:idas. La acti\.·idad exopectinoJftica 

medida en unidades volumétricas (U/mi). a Jos diferente• valores de pH, siguió el mismo 

perfil. a pH de 2.S la actividad fue de 21 U/mi. mientras que para Jos valores de pH de 3.s y 

6.5 la actividad fue de 12.4 y 9. 7 U/mi respectivamente. Por otro lado, Ja actividad 

endopectinolílica especifica (U/mg PS) obtenida a pff de 2.S fue S.S \reces más alta que a pH 



de 3.5 (lla. 9 B). La actividlid volumétrica (U/mi) preoentó un inc:remento del 27"/o a pl:f de 

2.5 - relación a la actividad qua oe obtuvo a pH de 3.S, dicha actividad no file producida 

cuando el pH - -io file de 6.5. 

20 40 60 

Tiempo (h) 

F .. ura e. A) Comportamiento del pH a kl 18rgo de la fennentKi6n !f B) el ef.cto del pH sobre 
el crecim'9nto de A.,..,_,• MQM.180, cuMhtedo en medio liquido, sobre p,9Ctlna (1.0") 
como ünlca fuente da c.mr&tono • dlr.rent .. v.kw" de pH inicial, 2.5(e). 3.5 <•>y 8,5 (.A.). 

El anilisis de la proteJna cxtrac:elular obtenida al cultivar a Aspergill11s MGM-180 en las 

diferentes condiciones de cultivo mostró que a pH de 6 . .S se secretan altos niveles de 

protefna (fig. 10 A). sin embarao cuando el pH inicial del medio de cultivo fue de 2.S se 

ob&uvo mayor gantidad de protclna que a pH de 3.S. lo que represento un 690/e, de la 
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<:antidad obtenida a pH de 6.5. Por otro lado. al observar la cantidad de proteinas secretadas 

por unidad de lliomua (fia. 10 B) observamos que a pH de 2.5 se ob- el miximo nivel 

de aec:reci6n ~ida por el eat.-a por pH. 

i" 
50 ;¡; 

A a.. 

! 40 ! 8 

1 30 1 4 

20 

1 10 1 2 

20 40 60 20 40 80 

Tiempo (h) 

••ura e. Efecto del pH aobre I•• •ctlvtdiad" ••opec:tlnolltlc• (A) y endo pectlnolltlc• (8). 
producid• lllOf Aapergllue MQM.180, obt•nld• • dlferent" v•lorea d• pH de cuttlvo. 2.5(,e), 
3.5 (9) ..... <•>· 

Los patrones electroforéticos de las proteínas extracelulares obtenidas a los distintos 

valorea de pH de cultivo mostraron cambios imponantes en los perfiles de secreción a los 

dif"erentes valores de pH (fis. 11 ). Cuando Aspergi/111s MGM-180 fue cultivado a un pH de 

2.S el número de bandas proteicas detectadas en el gel de acrilamida fue muy reducido en 

comparación a condiciones de cultivo menos ácidas (3.S y 6.5). Enue las bandas de pro~ína 

encontradas. sólo la banda con una masa molecular de 48 k.Oa presentó actividad 

pectinolltica, esta banda se detectó cuando el pH inicial del medio fue de 2.5 y 3.S (fig. 11. 

•·_. __ .._'._:_:....Z, ..... _u...L'-.>•••--1~.--.-........ ........ ..,,C...'""""~"'-·--·-........... ~-·-----------
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linea• 1, a y 2, b), pero no 1e detecto a un pH de 6.5 (fia. 11, lineaa 3 y e). Este hecho 

suaiere que la banda de 48 kDa correaponde a la aaividad endopec:tinolitiea.. mientras que la 

actividad exopectinoJitica no pudo aer detectada por este método. 

100 A 

i 
100 

1 80 eo 

eo 1 80 

1 40 40 

20 1 20 

20 40 80 20 40 80 
Tiempo (h) 

F19ur• 10. Efecto del pH e®re I• secreción d• protefne ..tr•celul•r de Aapergilua MGM-180, 
cultivado• diferente valor de pH inicial d• cultivo, 2.5 <•>. 3.5 t•> y e.5 (.A). 

El bajo crecimiento obtenido a pH de 2.5 sugiere imponantes trastornos metabólicos en el 

microorganismo. que provocaron ademis un aumento en la secreción de pectinasas. C~mo 
pudo ser observado. el número de proteinas extracelularcs disminuyó corúorme el pH del 

medio era m•s ácido. sin embargo a pH de 2.5. los niveles de proteina extracelular presente 

en el filtrado fueron mayores que los encontrados a pH de 3.5 y un 30-/e menos que la 

proteina secretada a pH de 6.S. Todo ésto indica que la mayor pane de la proteina secretada 

por este microorganismo, a pH de 2.S. corresponde a enzimas pectinolíticas. lo que sig1~ifica 

que la síntesis de otras proteínas extracelulares es inhibida cuando el pH del medio es 
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extremadamente ácido, logrando así un imponante ahorro de energfa para el propio 

m.icrooraanismo. Adem•s. el aumento de Ja producción de estas enzimas ascaura la 

dearadación del sustrato con mayor efi1:iencia para sobrevivir en las condiciones advcraa:i1. 

Figura 11. A) Elttctorfor"ta dnnaturaillz•nte da mu .. traie obtenida• de A•p•'fllAJ• MGM~180, 
cuttlV9dO • dlferent" valOr" de pH lnlclel • le• 72 hor•• de cuftlvo, y (B) zlmognim• de I• 
ectlvld•d pectinoltticm in .. u correspondiente, utillz•ndo p.ctin• como auatr•to. L• ectivided 
se detecto revel•ndo el gel de •u•ro••-pectln• con rojo de rut•nlo, deapu6a de Incubarlo 
durente 14 horea. Loa dlfer•nt .. velar•• de pH lnclal fueron 2.5 (Llneea 1 y a), 3.5 (linea• 2 y 
b) y t5.5 (lin.•s 3 y C). 

La actividad exopectinolitica fue producida en los diferentes valores de pH inicial. 

evaluados, mientras que Ja actividad endopectinolitic:a sólo se produjo en un intervalo de pH 

de 2.5 a 3.51 no encontrándose a pH de 6.S. Esta actividad es una de las más importantes 

entre las diferentes actividades pectinolíticas, ya que hidroliza r•pidamente Ja cadena. del 

polisacárido, aumentando la disponibilidad del sustrato y disminuyendo la viscosidad del 

medio. Este tipo de enzimas tienen un pH óptimo superior a 2.5. Jo que indica que cuando 

estas enzimas son producidas a este valor de pH inicial. su velocidad de catálisis es menol'", 
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por lo que ea probable que la célula incremente la concentracióe ele - .. enzimas .,. el 

-· para tratar da co- la b9,ja acti\'idad y ...-ar la ~ de azúcarea 
di~blea en el medio. 

La reducción del ~o de esta - auprfa imponantea camllio• -.b61icoa,· por 

lo - ae determinó el pff intcmo de - micn>Ol"JPftiatno, para lo cual A_.-.tlhu MGM-

180 ftle cultivado - un .._ de pff ele 2.5 a 7.0 Se ~ontró - entre valora a pff 

extracelular de 3.5 a 7.0, el pH interno .. mantuvo caai constante- 5.8 y 6.3 <"-· 12), lo 

- ....... la eficiencia del control -lico .,. -• intervalo de pff. Sin embar•º• q
cuando el pff del medio fbe de 2.5, el pH interno 1e acidillcb huta un valor de a 4.2. Si bien 

7 

e 

1 .. 5 

.. 
2 3 .. 5 6 7 e 

pHextemo 

F'8ura 12. pH intr•celuter (pH int.). como una función del pH externo (pH P'l.). en A•~• 
MGM-180, cultivado por 72 tlor••. • difer•nt- v•for•• de pH inicl•I. 
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la célula no pudo mantencl' el pH interno cerca de la neutralidad. éste no lleao a valorea tan 

6cidoa como en el medio externo. áte dec:remento en el valor de pH interno ocaaion6 una 

disminución de la biomua y un aumento en la actividad pectinolitica enconuada en el medio 

de cultivo. 

Los resultados conc:uerdan con lo reportado por Caddik y Arta (1916), que trabajaron con 

una cepa de .As¡Mrgi/111~ nldulcuu. y observaron que la acidificación dd medio de cultivo 

ocasionó una acidez del pH intracelular. Myrold y Nason (1992). reportaron el mismo efecto 

en Rhlzob/u,.. melllotl. En ambos trabajos se establece que el ef"ecto del pH externo p;&ede 

modificar la expresión ele cienos senes reeponsablea en el control del pH. lo que • 

demuestra al aenerar cepaa mutadas icido acnaiblea. loa cuales no pudieron controlar au pH 

interno. 

Cuando A~rgl/I,.. MGM-180 fue cultivado a pH de 2.5, el ambiente intracelular sufli6 

una acidifk:ación importante. con lo que ea posillle que diversos procesos celulares f\aeran 

modificados, entre ellos la slicosilación, puesto que el valor de pH del retlculo endopliunico 

y aparato de Gola,i podria acr aru\.s •cido. to que alterarla el proceso de 111ic:oailaci6n proteica 

y eso a su vez , modificarla loa niveles de secrec;ión o actividad de catas enzimas. 

EFECTO QE LA a-DESQXl-P=GLYCOSA. (U>OQ) SQBl\E LA 

SECl!!..ECIQN PE PEC"Tl'NA.SAS. 

El efecto de diferentes concentraciones de 2-desoxi-J>..alucosa (100, 150 y 250 µa/mi) fue 

evaluado sobre el crecimiento deAsperg/l/usMGM-180. a pH de 2.S y 6.S. En donde no se 

obsenoó ninaún efecto neptivo. mientras que la actividad tuvo una mayor reducción a 250 

µsfml (fis. 13). por lo que ae decidió utilizar 46sta concentración este inhibidor. 

Cuando la 2-desoxi-D-glucosa estuvo presente en el medio de cultivo. a pH de 2.5 (fig. 14 

A). la actividad exopectinolitica, apareció después de las 14 horas9 lo que no sucediO en 

presencia de glucosa o el control, obteniendo a las 48 horas se obtuvo un 53% de la 

. --·------------------~ 



actividad alc:anzada con el control, mien•r- que ea prnencia de alucou. la llCliviad 

dunme las pri- 24 ._. .. flle-.y parecida al control, en d- a lu 48 ._... M ot:tuvo 

un 37% ......,. de actividad. A pH de 3.5 (lla. 14 B), en praencia de 2-cleaoxi-D-,81uc:ou, la 

actividad H nwll\IVO por ~ del control a lo larao de la f"ennentación, mientraa qua aa 

¡waencla de aiucoaa. la actividad H detectó de1pu<fs de laa 24 horas. alcsnzando niveles 

semejantes al control al final de la flmneatación. Cuando la ~tación ae inici6 a un pH 

ele 6.5 (fia. 14 C), la ...--ncia de deaoxialucoaa ocasionó una cliuninución en la actividad ea 

mú de un 50"A -· q- la praencia ele alUcoaa, en - conclicione1 de cuhivo, no 

""'° ninsúa etllc1o ....... la procluccióa de la actividad. 
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Concentr•cion (i;.ig/ml) 

F .. ur• 121. Erecto de I• 2~D-glwco•• aotw• el creclm~ de A~• MGM-180 • 72 hOr•• de cvltlvo, en diferent" concentraclon" d• 2-d••o~uc09• • pH d• 2.5 <•> W' e.5 
(6). Loa citcul09 cenado• corresponden al creQmlento y loa almbolo• abiertos • la actividad. 
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l'•ura t•. Efecto de • 2--ctesox¡..o-g1~ 90llf9 .. 8Clfvfdlael .. 01NCfJnolHJca, cuando 
...,,_,..,. MOM-180 fue cuJllv•do •obra pectina (1.0ll6) como unJca fuent9 da ~ a 
vatorff da pH d9 2.S (A), 3.5 (8) y e.s (C). control (e), en pttta•ncie de 9klcoaa (•> ~ •n 
prHencla da 2-deuxJ-P-elYCOaa (•)a.,,.. conc..er8d6n da 250 1o1g1mr. 

Si bien la pl'eSCIKia de duoxiglucou ocasionó una disminución de la acli,idacl 

exopectinoHtica extracelular en todos loa casos de alrededor de un .SO'Y• (fia. 14). 

intncelulannente (fis. 15), no se observaron .,.anc1es cambios por la presencia de la 2-

deaoxi-D-stuc:ou o afucoaa siendo Jos mayorea cambio• observados en lo• rúvelea de ésra 

actividad se debidos al del ·pff inicial de cuhivo. 

Estos resullados suprcn que la dismimación de la aclividad exopeclinolilica en presencia 

de 2-deaoxi-D-afucosa fue debido a un probable ef"ecto sobre la slicosilación de 1ipó o. 
dando como resultado una menor secreción. sin embars,o la actividad inlracelular no se 

modifica por Ja presencia de 2-desoxi-D-glucosai. 
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Fleur• 15. Efecto de I• 2-d .. o•l-D-gluco•• aobre I• ectlvld•d ••op.ctlnolltlce lnlr•celul•r. 
cuando A•p•f'gllu• MGM-180 fue cultivado aobr• p9Ctlne (1.0'6) como unlca fuente de 
carbono • valorn de pH da 2.5, 3.5 y e.5. 

La producción de Ja actividad endopectinolítica. cuando el microorganismo fue cultivado 

a un valor de pH de 2 . .S. en presencia de· desmúglucosa o gluco5' mostró una disminu~ión 

de más de un SOo/. en ambos casos (fig. 16 A). Mientras que a pff de 3.5 esta actividad fue 

muy baja. incluso en el control. aunque ésta actividad también es producida normalmente a 

éste valor de pH, es muy probable que el valor de pff de 6.S, al que se realizó el precultivo 

influyó en estos resultados. ya que esta actividad no se produce a este valor de pH (6.S). El 

hecho de que a pH de 2.S. la 2·desoxi·D-glucosa y glucosa causaran una disminución Cn la 

actividad pudo deberse a una represión catabólica sobre Ja producción de la acth~idad 

eadopectinotitica. sin embargo ésto no es muy claro. debido a que la concentración utilizada 

de estos azúcares fue baja. aunque es claro que la disminución de Ja actividad se debe a Ja 

presencia del azúcar y no a un efecto sobre la glicosilación. La actividad endopectinolitica 

intracelular no fue detectada en las células. 

En estas condiciones de cullivo los niveles Ñs altos de proteina fueron obtenidos a pH 

de 2.S. diferente a lo que sucedió en condiciones normales de cultivo (ver fls. 10). la 

presencia del inhibidor o Ja alucoA no afectaron la concentración proteica. sin embargo. 

mientras que a pH de 3.S y 6.S se presentó una reducción del 30 al 400/e en relación a la 

proteína secretada a pH de 2.S (fig. 17). Mientras que a pH de 3.S y 6.S. en presencia de 2-

desoxi-D-slucosa la concentración de proteina es menor. La proteina intracelular. al 

l 
L. 
r · 
¡ 



.EFBCTO DllJ,.Jlft a INHlPlDOkJ!S 06 LA DLJCOSUJ.CION SObR.B LA SECUCJON DE PECTINASAS DEAs,.. ... n... MDM-llO. -
contrario de lo que sucedió con la proteina extracelular. fue menor conf"onne el pH iniciaJ 

del medio file mú (fia. 18). Ea10 suaiere que la liberación de protelna no esta -.ada por 

la alicoailación de tipo ()..... sino por efecto del pH iniciaJ del cu..ivo. 
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F•ura te. Efecto de I• 2~-0-gluco•• eoilre le actividad endopec:tinollticm prOdudda por A.,..,._,. MGM-180, culllwlMlo sobre pectfn• (1.°"') corno unic• fuente de carbono a nlor
de pH de 2.5 (A). 3.5 (8) y e.s (C). control (e). en pr .. encla d9 glucoaa <•>y en pr-enc:I• de 
2-0 .. oxt-O-glucoaa (6). 

AJ realizar fa electroforesis desnaturalizante correspondiente, con las muestras de filtrados 

obtenidas cuando el microoraanismo fue cultivado a pH de 2.5. en presencia de 2·desoxi-D~ 

glucoq. glucosa y en ausencia de estos azúcares, se observaron. para Jos tres casos. perfiles 

de corrimiento muy semejantes. El zimograma conespondiente mostró que cu.ando la única 

fuente de carbono es pectina. la única banda proteica que presentó actividad pectinolitica. 

tenia una masa molecular de 48 kDa. (tig. J 9 líneas J y a). mientras que Ja presencia de 

desoxiglucosa en el medio en el medio de cultivo dio origen a dos bandas de proteína con 
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tr•ur• t7. Efecto .. la 2-deaoxJ..D-tlucoae aolwe le attcreci6n de la protefna eatrecetuler. 
cu•ndo Aapergirua MGM-180 fue curtlvado •OW. pectin• (1.0W.) como unlca tUent• de 
cerl'lono • valorea cte pH de 2.5. 3.5 y 8.5. 
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F•ura 18. Efecto de I• 2.-de9,oJd-C..glucoa• aobre la protefn• intracelular, cuando A~• 
MGM-180 fu4t cultivado aobre pectina (1.0'MI) como unlce fuente da -=-irt>ono a valor" de pH 
d• 2.5, 3.5 y s.s. 

aclividad pectinolitica. las cuales presentaron una masa molecular de 48 y 45 k.Da,. (fig. 19 

lineas 2 y b). en presencia de glucosa sólo se encontró una banda con ac1ividad pectinoliiica. 

In cual correspondió a Ja proteína de 48 kDa (fig. J 9 lineas 3 y e). 

... 
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Figura 19. (A) El•ctrotor .. I• dasnaturellzante y (B) actlvdad pectlnollttce In sltu, da loa 
filtre.do• tMI cunivo d• Ae,,.rgi//ua MGM-110, crecido a pH de 2.!5 •obr• dlferanta• euM.rmtoe: 
pactlna (1.0'MI) (lln•a• 1 y a), pectina (1.0,.) adicionada con 2-d•soxl-D-glucosa (0.02!5'Mo), 
(lineas 2 y b), pectina (1.0IHt) con glucosa(0.02!5'MJ), (lln-• 3 y c). 

Los resultados obtenidos sugieren que la presencia de 2-desoxi·D-¡¡lucosa modifica la 

glicoailación parcial de las glicoprotcínas en donde la segunda banda de 45 kDa 

coneaponderia a una proteína con menor grado de glicosilación. ocasionando una m~nor 

actividad pectinolitica.. mientras que ésta diferencias en la glicosilación no parecen modificar 

la secreción de las protelnas extracclutares totales. 

EFECTO DE LA TUNICAMICINA (TM) SOBRE LA SECRECION DE 

PECTINASAS. 

La tunicamicina es un antibiótico ampliamente utilizado para la inhibición de la N

glicosilación. El empleo de este inhibidor es muy delicado ya que si el pH del medio se 

encuentra por debajo de un valor de pH de 6.0 este antibiótico se inactiva. Por dicha razón 

el microorganismo fue previamente cultivado a difc.-entes valores de pH inicial (2.5 .. 3 .5 y 
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6.5). posteriormente el micelio file coMChado y transferido a un medio fi'eso con un pil de 

6.5 en donde se analizó el efe<:to de este inhibidor. Dos diferentes concentraciones de 

tunicamlcina (20 y 30 11Jl/ml) ~n evllluadas IObre el crecimiento de A-rglllus MGM-

110. Loa reauhados moatruon que a una concentración de 20 µafml. el micelio proveniente 

de pH 2.S y 3.S presentó una disminución en el crecimiento del 12 y 9 %, respectiv-te 

Cfia. 20). mientras que en micelio precultivado a pH de 6.5. el efecto file mayor. presentando 

una reducción del crecimiento del 28%. Cuando la concentración f\Je de 30 tAw'ml. et áecto 

tóxico en todo• loa casos fbe muy marcado obteniendo una reducción en la concentración de 

la biomasa del 17. 29 y 57 a pH de 2.S, 3.S y 6.S, re1pectiv_.e. Por lo anterior, se 

detenninó que la concentraci6n de TM mis conveniente a utilizar era la de 20 µafml. pu• 
evaluar su efecto sobre la secreción de lu pcctinuu. 

100 

~ 80 

J 60 

~ 40 

20 

o ~~~~~~~~~ 
o 10 20 30 

Concentración (µg/ml) 

Flgur• 20. Efecto de la concentración de tunicamiclna sobra el crecimiento de As,,.rgllu• 
MGM-180. cutttvado en diferentes concentraciones del lnhibidar y• un valor de pH Inicial de: 
2.S(e). 3.5(•) y 6.5 (•). 
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En estas condkioncs de ensayo la presencia de tunicamicina en el medio de cul~ivo, 

produjo un dct;remento en la actividad exopectinolitic;.a obtenida con miicelio prccrecido a 

pH de 2.S y 3.S. Con el micelio pr«recido a pH de 2.5 .. a las 12 horas. se obtuvo un 33•/e de 

la actividad en comparación al control. mientras que a las 48 horas. se detectó un 6..,./. de 

esta actividad en relación con respecto al control (ftg. 21 A). Para el micelio precrccido a pH 

de 3.S la actividad exopeainolitica en preseneia de tunic:amicina produjo a las 12 horas un 

15% de actividad, la cual aumentó más lentamente, alcanzando el maximo a las 36 horas 

(fig. 21 B). l\.fientras que a pH de 6.S (tig. 21 C) .. la actividad exopectinolitica intracelular no 

mostró diferencias significativas por la presencia de tunicamicina o por efecto del pH (ti11. 

22). Con lo que respecta a la actividad cndopcctinolitica en estas condiciones de cultivo no 

se detectó. 
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FIQUl'a a1. Efecto d• la tunlcamlcina •obre la actividad exopectinolltic:• cuando A•p•rgiJIU• 
MGM-180 fu• cuttlvado sobra pectina (1.0"MI) a pH de 2.5 (A}, 3.5 (B) y 6.5 (C). control (e) Y 
con tunlcamlcln• t•>• una concentración da 20.,..g1ml. 

La evaluación del efecto de la tunicamicina sobre la actividad ex.opectinolitica sugirió que 

la glicosilación en posición N- afecta dicha actividad. Hay que notar que cuando el 
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microoraan.ismo füe precultivado pff de 2.5. la presencia de tunicanücina da como resultado 

niveles de actividad semejanta a loa que se obtienen a pH de 3 . .S en ausencia de ·ate 

inhibidor. Lo suaiere que cuando el pH extracelular tiene un valor de 2.S. puede exi1tir una 

modificación de la N-alieosilac:ión dando Juaar a protcfnas exuacclulare1 con un diferente 

arado de aJicosilación. lo cual podrfa servir como protección a la protefna contra Ju 

condiciones ad,.·ersaa a la1 que se en&entar6 en el ambiente extra celular. 

Fi9ura 22. Efecto de I• tunlcamlclna eoltre la activld•d Exondopectlnolltice lnt'8celut•r, 
cuando AepeftJllu• MQU..180 fue cuttivado •obre pectina (1.0,.) eomo unlca ru..,t• de 
certtono • diferent- velo,... da pH lnlclal: 2.5, 3.5 y e.s. 

Por otro lado. cuando el microorsanismo fue cultivado en presencia de alucosa a pH de 

2.S. se obseivó una disminución de Ja actividad exopectinolitica. lo que sugiere que en estas 

condiciones de cultivo. este hongo es más susceptible a un ef'ecto de represión catabólica. 

que a valores de pH menos ácidos. La presencia de 2-desoxi-D-slucosa tuvo un mayor 

efecto sobre Ja actividad en Jos tres valores de pH probados. Jo que no sucedió con glucosa. 

por Jo que esta disminución en Ja actividad exopcctinolítica no se puede atribuir totalmente a 

un efecto de represión catabólica. Seguramente el hecho de que Jas protefnas. en panicular 

las pectinasas. se encuentren totaJ o parcialmente desgJicosiJadas en la posición O-. es Ja 

causa de una disminución en Ja actividad pectinolitica. Sin embargo. este tipo de 

glicosiJación no afectó la retención o Ja salida de este tipo de enzimas del interior de Ja 

célula. 
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El hecho de que el micelio baya provenido de un medio con un valor de pH de 6.S. 

posiblemente afectó la sintesia de estu enzimas. Cuando el micelio se traslado a un m·ectio 

fresco con valores de pH de 3.5 y 6.S, es posible que el pH intracelular no sufriera-una 

alteración marcada. por lo que estas enzimas no se produjeron, pero cuando el medio fresco 

tuvo un valor de pH de 2.S. existió un ~bio imponante en el pH intracelular. to que 

posiblemente produjo que la actividad endopectinolitica apareciera después de las 24 horas. 

tiempo en el cual probablemente el sistema hemostático sufriera un desequilibrio, a este 

valor de pH (2.S). En la actividad cndopectinolitiu se produjo el mismo efecto tanto en 

presencia de atucoaa c;omo de 2-desoxi-D-afucosa. Quizis esto pueda deberse a un efecto de 

represión catabólica sobre las pcctinasas de tipo eruto y no a un efecto sobre la glicosilación. 

Es poaible que la presencia de azúcares unidos en posición o-. a las enzimas pcctinoli~ieas 

de tipo exo,. son importantes para su actividad, lo que no pudo observarse para las enzi.mas 

de tipo cndo quienes al parecer son más sensibles a la represión catabólica. El efecto de la 2-

dcsoxi-D .. alucoaa.. no afec:tó la sintesis de las protelnas totales. ni la secreción proteica por 

Asperg///us MGM-1110 o:ontrario a lo reportado por Kuo y Lampen (1972), Kubicek er. al. 

(1987), y SAnchcz et. al. (1992)~ quienes para otros si1temas cnzimitico• encontraron que 

este tipo de alicosilaci6n era importante no tanto paua la actividad, sino para la secreción. 

Al pa:recel" la deleción total o parcial de la N-glicosi\ación afecta a la actividad ex.o y 

endopcctinolltica,. teniendo un mayor efecto a pH de 2.S y 3.S. Es importante notar que a pH 

de 2.S en presencia de tunicamicina. los niveles de actividad exopcctinolitica, son similares a 

la actividad producida a pH de 3.5, en ausencia de este inhibidor~ aunque el tiempo en el que 

alcanzan su máximo de actividad es diferente. Es muy probable que la presencia de 

tunicamicina a pH de 2.S dé como resultado exopectinasas con patrones de glicosi\ación 

semejantes a las que se dan a valores de pH menos ácidos, aunque ésto no fue probado en el 

presente trabajo. Por otro lado. no existió una retención de la actividad exopectinolitica en el 

intc!rior de la célula debida a la presencia de tunicamicina. 

La actividad obtenida a pH de 2.5, en presencia de 2-desoxi-D-glucosa o tunicamicina, fue 

semejante a la que se produjo. sin ninguno de estos inhibidorcs a pH de 3.5 ó 6.5. Esto 
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pudiera ser debido a que la pc;:oúlación en condicione• de acidez extrema sea direrente. a la 

que M pn>duc:e a pH de 3.5 y 6.5, Jo. qua podrla oc:urrir por las dif"erenc:iu tUI panda en d 

pff interno. Sin cmbarao. lo• patrones de alicoaiboción en la dif"erentes condiciones de pH 

de t:Ultivo no tueron analizada. 

i 
1 
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CAPITULO 5-
CONCLUSIONES 

La respuesta al Cstrés inducido por pff 'cido. la cual es traducida como una reducción en 

d crecimiento y un incremento en fa actividad producida, es una carac1eristica muy 

conservada en honsos del género Aspergil/us. tanto en cepas silvestres como cepas de 

c;:olección. aunque cada cepa presenta un nivel diferente de respuesta. 

La producción y secreción de las pcctinasas de A."ipc:rgil/u.\· MGJ\f-J 80 está afectada pH 

del medio. siendo Ja actividad endopcc:tinofitica Ja más perjudicada produciéndose en un 

ranao muy estrecho de pH. mientras que fa acrividad de tipo cxo se produce en todo~ Jos 

valorea de pH analizados. 

Aspergillus MGM-180. posee un control homeostático de pJ-1 muy eficiente, el cuaJ es 

c:11paz de mantener el pH interno casi c:onstante en un amplio rango de pH e.~temo, el cual 

tue de 3.S a 7.0. Sin emb•rBO a valores de pff más Aro=ídos Ja eliro=iencia de este c;on1roJ 

disminuye notablemente, causando Una baja en el pff interno. 

La al1eración en el ambienre inlracduJar ocasionada por la baja en el pH interno. cuando 

Aspergil'us MGM-180 fue cullivado a pH de 2 . .S. afcc:tó Ja síntesis de un número imponantc 

de pro1einas cxtracclulare•. aumenlando aan1bién la secreción de pcctinasas. 

El cambio del pff in1racdular dio como resultado una modificación de los parrones de 

secreción. independicnletncnte de que si las proteínas estuvieran glicosiladas. lo que sugiere 
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que aunque ea posible que el pH intracelular pueda alterar la alic:osilación. esta no in?Juye 

sobre la secreción de eau enzimas. 

La presencia de la 2-dnoxi·D-atucosa. produce un decremento en la actividad 

pectinolitic~ tanto endo c;omo cxo. sin embarao esta no modifica la secreción de Ju 

enzimas. Por lo que ca probable que la aticositación de tipo O- sea imponante par_a la 

a~hidad. pero no tiene relación con el efec:to observado. de estrés por pH. 

La tunieamicina modificó la actividad exopectinolitica extracelular aaando el pH del 

medio fUe de 2.S y 3.S. pero no a pH de 6.S. mientras que la intracelular permaneció 

constante. Sin embarao, con estos datos no nos es posible concluir et posible eCecto ~· Ja 

tunicamicina sobre la secreción 
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