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Resumen

Se. estudio la capacidad de Ascobolus gamundii (Pezizales, Ascomicetes) para

producir enzimas degradativas extracelulares in “vitro”.

Luego de analizar el patréon enzimatico producido en medios sintéticos liquidos,
se concluyd que A. gamundii es un hongo coprofilo productor de enzimas
celuloliticas, xilanoliticas y amiloliticas.

Los tres complejos enzimaticos estudiados son inducibles por sustrato, y
parcialmente inhibidos en presencia de glucosa en el medio de cultivo. Todos
presentaron también una induccidon especifica, asi como una induccidn
generalizada de menor intensidad con otros sustratos complejos no especificos.
Los tres sistemas presentan ademas multiples formas enzimaticas, isoenzimas,
caracteristica de este tipo de enzimas. Todas las enzimas son extracelulares,
liberadas al medio después de sintetizarse durante el crecimiento activo y no se
quedan adsorbidas a las paredes micelianas. Se determinaron ademas
caracteristicas bioquimicas ‘de todas las enzimas estudiadas, asi como el
requerimiento de cationes en el medio de cultivo.

El sistema celulolitico estd compuesto por las tres enzimas componentes
caracteristicas de este complejo enzimatico: actividad endoglucanasa,
exoglucanasa y B-glucosidasa. Estos resultados confirman que este hongo es un
verdadero agente celulolitico, adaptado al medio en el que vive naturaimente. El
sistema celulolitico se induce preferencialmente en presencia de celulosa
cristalina como sustrato. Se logré aun mejor induccion al utilizar un medio mixto
de celulosa cristalina y xilano, que estaria reflejando en mejor medida las
condiciones naturales en que crece A. gamundii. Con lactosa, se indujo el sistema
celulolitico pero ésta fuente de carbono no logré promover el crecimiento del
hongo. La celobiosa no resulté un buen inductor del sistema celulolitico.

El sistema xilanolitico estd representado mayoritariamente por la actividad
endoxilanasa, ya que la actividad B-xilosidasa resulté muy baja, casi nula. Este
sistema se indujo preferencialmente con xilano, pero al igual que en el caso del
sistema celulolitico, el medio mixto resulté superior. La lactosa tuvo un
comportamiento similar al obtenido con el sistema celulolitico.

El sistema amilolitico esta representado por la actividad a-amilasa y la actividad
glucoamilasa. La induccion con almidén obviamente resulté la mas favorable para
este complejo enzimatico, asi como el uso de maltosa.

Palabras clave: Ascobolus, celulasas, xilanasas, amilasas, isoenzimas, induccion,

represion.



Summary

The ability of Ascobolus gamundii (Pezizales, Ascomycetes) to produce

extracellular degrading enzymes “in vitro" was studied.

After analysing the enzymes produced in artificial liquid media, A. gamundii
appears to be a true cellulolytic fungus also showing xylanolytic and amylolytic
activity.

The three enzyme systems studied are truly extracellular. The enzymes in all
cases are synthesised during active growth and diffuse out of the mycelium into
the liquid media away from the hyphal walls. These enzyme systems can be
induced not only by specific substrates, but also in a lower degree by other

complex polymers as well. The three are partially inhibited in the presence of
glucose (in no case total inhibition is achieved). For each enzymatic activity A.

gamundii produces several isozymes, characteristic of these types of enzymes.

Biochemical characterisation ,of each enzyme as well as the need of several
cations in the growth media was also determined.

The cellulolytic system of A. gamundii produces its three characteristic enzymes:
endoglucanases, exoglucanases and B-glucosidases, confirming its role as a
decomposer and its adaptation to its natural habitat: dung. This enzyme system is
induced specifically by crystalline cellulose. An even better induction was achieved
when using a combined medium of crystalline cellulose and xylan which mirrors
better this fungus’ natural environment. When lactose was used as an inducer,
high specific activity was obtained because growth was not promoted. Cellobiose
proved to be a poor inducer for this enzyme system.

The xylanolytic system is nearly entirely represented by the endoxylanase activity.
B-xylosidase activity was found to be very low in all fractions studied, rendering a
limitation for its survival in nature. Good induction was obtained with xylan, but
as it happened with the cellulolytic system, the combined medium of crystalline
cellulose and xylan proved better induction. With lactose, the results obtained
were similar to those for the cellulolytic system.

The amylolytic system is represented by the x-amylase and the glucoamylase
activity. Induction with starch was the best for this enzyme system, as well as the
use of maltose for this purpose.

Key words: Ascobolus, cellulases, xylanases, amylases, induction, repression,

isozymes.
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Introduccién !

I.1.- MITOS Y LEYENDAS . . .

Hace mas de tres mil quinientos anos, segun cuenta la leyenda,
Perseo, héroe griego, habiendo recibido el reinado de Proteo, fundd la
ciudad de Mycenae. Mientras recorria su reinado, se le cayo la vaina de su
espada, interpretando que esta era una sefal divina fundé alli la ciudad.
Cuenta también la leyenda, que la ciudad recibié su nombre ya que Perseo,
al estar sediento tomo el agua contenida en un basidiocarpo (mykes) y
agradecido nombro asi su ciudad (Alexopoulos et al., 1996).

A esos tiempos remotos se remonta el estudio de los agaricales, ya
que se trata de hongos macroscopicos que siempre han acaparado la
curiosidad de los hombres.

Si bien la humanidad se ha beneficiado de la presencia de los hongos
desde hue se propuso el primer brindis y desde que se alimentaron con un
pedazo de pan horneado, el estudio sistematico de los hongos (micologia)
tuvo sus inicios hace alrededor de 250 afos. Desde entonces esta
disciplina ha adquirido mas y mas interés cuanto mas se estudio a estos
maravillosos organismos. Entre leyendas, mitos y rituales, comenzd a
aflorar el uso medicinal que estos proveen y hoy en dia, dado su uso en
biotecnologia, siguen acaparando el interés de la humanidad.

Presentes siempre en nuestra vida cotidiana, desde su presencia en
los alimentos que ingerimos, en las enfermedades que padecemos y hasta
en las medicinas que usamos, muchas veces no somos consientes hasta
que punto estamos relacionados con la presencia de los hongos.

Los hongos constituyen un amplio grupo de organismos presentes en
casi cualquier nicho ecologico. Sin embargo, su definicion como grupo aun
es polémica.

Tradicionalmente, se los defini6 como organismos eucarioticos,
productores de esporas, faltos de clorofila, con nutricion absorbotrofica,
que se reproducen sexual y asexualmente, con estructuras somaticas,
generalmente filamentosas ramificadas o no, conocidas como hifas,

cubiertas por una pared celular.

Pero, como toda definicion no es completamente correcta, ya que
reine organismos que muchas veces no estan evolutivamente muy
relacionados. De esta manera, polémicas y debates, siguen aportando
mayor riqueza al desarrollo de la micologia .



I.2.- ANTECEDENTES EN LA FAMILIA ASCOBOLACEAE.
Ascobolus gamundii es una especie perteneciente a la familia

Ascobolaceae (Pezizales operculados). Es wuna familia que incluye
organismos tipicamente coprofilos que se desarrollan naturalmente sobre
el estiércol de animales herbivoros. Dado este habitat particular,
abundante en restos vegetales, se ha iniciado el estudio de varias enzimas
extracelulares capaces de degradar el sustrato en un miembro de esta
familia.

Al inicio de este trabajo de tesis se habian realizado estudios de
celulolisis en hongos copréfilos (Wicklow et al.,, 1981), pero poco se sabia

acerca de sus sistemas enzimaticos (Dennison y Kohen, 1978; Taj-Aldeen
et al.., 1990). Entre los miembros de la familia Ascobolaceae solo Ascobolus

furfuraceus (Mercuri, 1987) y Ascobolus immersus (Taj-Aldeen et al.,

1990) habian sido estudiados.
En el laboratorio donde desarrolié el presente trabajo se realizan
estudios sobre la produccion del sistema celulolitico en esta familia. Varios

trabajos han sido publicados recientemente en relacion al tema aqui
expuesto: celulolisis en Ascobolus furfuraceus (Mercuri, 1996 a y b;

Mercuri y Diorio, 1995), en Saccobolus saccoboloides (Magnelli et al.,
1996; Magnelli y Forchiassin, 1999), en tres especies de Ascobolus (Sivori
et al.,, 1997), asi como trabajos comparativos sobre la produccion de
celulasas en especies de Saccobolus, Ascobolus, lodophanusy Thecotheus
( Levin et al., 1996; Ramos y Forchiassin, 1996 y 1998; Pardo et al., 1997 ).

Con respecto a la produccién de amilasas, se ha publicado en nuestro
laborarorio un estudio comparativo de la produccion de amilasas por
cuatro especies de Saccobolus (Ramos y Forchiassin, 1996), mientras que,
en relacion a la produccion de xilanasas, solo se ha publicado un trabajo
(Sivori, et al., 1997).

La eleccion de Ascobolus gamundii para la realizacion de esta tesis se

basé en estudios previos de comparacion entre varias especies
pertenecientes al género Ascobolus.



I.3.- CONSIDERACIONES GENERALES.

1.3.1.- HONGOS FILAMENTOSOS: REALES DESCOMPONEDORES.

Los hongos son organismos heterotrofos y absorbotroficos. Es decir
que no son capaces de fijar carbono atmosférico y que los nutrientes que
ingresan al micelio deben atravesar la pared celular y la membrana
plasmatica. Este tipo particular de nutricion caracteriza al reino e implica la
produccion de enzimas extracelulares que una vez liberadas al medio
degradan el sustrato para luego permitir la difusion de los nutrientes al
micelio.

La mayor parte de los organismos pertenecientes a este Reino son
filamentosos. Es decir, que poseen estructuras somaticas llamadas hifas
que les facilitan la penetracion del sustrato, y por consiguiente la
accesibilidad de sus enzimas extracelulares al mismo. Esta caracteristica
los beneficia con respecto a las bacterias, que siendo unicelulares, muchas
veces se ven en desventaja, en relacion a los hongos para atacar ciertos
sustratos como descomponedores.

Las hifas presentan un crecimiento polarizado asi como la capacidad
de traslocar nutrientes hacia el dapice hifal, permitiéndoles crecer
adecuadamente a pesar de las microheterogenidades del sustrato (Carlile,
1995). También les facilita la dispersion, ya que en muchos casos el
micelio vegetativo coloniza profundamente el medio y solamente las
estructuras reproductivas emergen.

En el caso de la degradacién de biopolimeros de origen vegetal, la
primacia de los hongos en el proceso de descomposicion no es una
consecuencia de la eficiencia y diversidad de los sistema enzimaticos
producidos, ya que las bacterias también las producen, sino de su habito
particular de crecimiento.

Este habito de crecimiento micelial les permite colonizar rapidamente
un mayor area del sustrato que las bacterias unicelulares. Incluso, mas
importante aun es la capacidad que poseen de penetrar y ramificarse
dentro del sustrato. Esto les permite descargar las enzimas necesarias en el
lugar adecuado, asi como transportar a grandes distancias los productos
de degradacién de los polimeros a través de su red hifal.
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Estas caracteristicas, son las que los distinguen de los demas
organismos como los principales descomponedores.

[.3.2.- EL ESTIERCOL

Las heces de herbivoros constituyen un sustrato rico en material
lignocelulésico, notoriamente enriquecido en nutrientes con respecto al
material vegetal original. Es por ello que resulta un habitat excelente para
muchos hongos, asi como para muchos pequefios animales, protozoos y
bacterias.

Los factores que determinan su mayor degradabilidad son: la cantidad
relativamente alta de materia organica soluble, alto contenido de
nitréogeno, vitaminas, rminerales y otros factores de crecimiento. Favorece
también su estructura fisica ya que el material vegetal se encuentra
procesado y particulado, presentando en consecuencia una buena
aireacion, buena retencién de agua asi como exposicion de los polimeros
de pared.

En el caso del estiércol de los grandes herbivoros que estan
especializados en el aprovechamiento de la celulosa por la accion de
organismos simbiontes, queda en este material suficiente celulosa como
para sostener el crecimiento de organismos especializados.

Los hongos que crecen sobre el estiércol pueden dividirse en dos
grandes grupos, segun los mecanismos de dispersion con que cuentan.

Los hongos fimicolas (no son considerados hongos del suelo), poseen
mecanismos que les permiten reaparecer en el estiércol. La descarga de
esporas es violenta y éstas quedan adheridas a las hierbas por el mucilago
que las recubre normalmente. Asi las esporas entran al tracto digestivo del
herbivoro junto con las hierbas. Pasan por él manteniendo su viabilidad a la
vez que sufren un proceso de escarificacion que les permite germinar

rapidamente una vez que el estiércol fue depositado. Entre otros, los
géneros Ascobolus, Ascodesmis, Saccobolus, lodophanus, Ascophanus,

Lasiobolus (Pezizales); Pilobolus (Mucorales); Podospora, Sordaria
(Sphaeriales) y Coprinus (Agaricales) pertenecen a este grupo (Lodha,

1974).



Introduccion

El otro grupo esta compuesto por los hongos presentes en el suelo y
la hojarasca. Sus esporas alcanzan el estiércol por medio de salpicaduras,
corrientes de aire o transporte por insectos. No poseen ningun mecanismo

de dispersion especialmente adaptado a este medio en particular. Algunos
ejemplos son especies de los géneros Mwucor, Rhizopus (Mucorales),

Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Trichoderma (Deuteromycetes),
Chaetommium, Lasiosordaria (Sphaeriales) y Gymnoascus, Eurotium,
Thielavia (Eurotiales).

Con respecto a la composicidon del sustrato, no hay muchos estudios
realizados. Se plantea que la hidrélisis de los polimeros se da
simultaneamente desde el inicio, aunque con diferentes tasas, siendo los
principales componentes celulosas, hemicelulosas y ligninas, aunque se ha
detectado una baja cantida'd de almidén también.

El contenido de materia organica no decae rapidamente, al contrario,
como se muestra en la tabla #1 es un lento proceso de descomposicion.

TABLA 1: Composicion quimica del estiércol de cabalio durante la
descomposicion (datos en gramos, peso seco). Lodha, 1974.

Inicial 9 dias 19 dias 33 dias 47 dias
Materia organica soluble g g2 6.93 6.08 5.43 4.50
Hemicelulosa 31.93 26.06 18.17 13.31 8.04
Celulosa 48.00 36.81 22.79 12.98 10.06
Lignina 31.80 27.39 25.97 24.50 23.40
Cenizas 13.86 13.15 12.86 14.59 14.79
Proteinas, insolubles 8.94 11.25 13.08 12.40 13.26
TOTAL 115.45 134.29 107.95 89.71 84.55

La velocidad y alcance de la degradacion de la celulosa en el estiércol
no depende solo de la cantidad ni calidad de las enzimas producidas por
los hongos, sino ademas de la accion enzimatica que realmente se pueda
llegar a dar teniendo en cuenta que el sustrato esta previamente
procesado.
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Entre los Ascomycetes coprofilos se encuentran Sordaria fimicola,
especies pertenecientes a los géneros Podospora y Chaetomium y los

miembros de la familia Ascobolaceae.

1.3.3.- LA PARED DE LAS CELULAS VEGETALES.

Es necesario analizar la estructura y funcion de la pared vegetal para
poder comprender los factores que determinan la degradacion de sus
componentes. En la naturaleza, los organismos no se enfrentan a los
componentes de la misma en forma aislada. Su sustrato natural son
fragmentos de paredes celulares en los cuales las macromoléculas
componentes estan intimamente relacionadas en determinada disposicion
espacial que determina la accesibilidad o no al ataque y posterior
degradacion.

La arquitectura de la pared celular vegetal esta determinada en gran
parte por la celulosa. Tradicionalmente se ha dividido en tres regiones de
acuerdo a su estructura y funcion: laminilla media, pared primaria y pared
secundaria (Esau, 1977).

La pared primaria es la primera que se deposita en las células en el
periodo de activo crecimiento. Las paredes vegetales primarias de dos
células contiguas se encuentran unidas por la laminilla media. En muchos
tipos celulares se depositan- capas adicionales cuando ya ha terminado la
elongacion celular. La pared secundaria se deposita por dentro de la pared
primaria. Su principal componente es la lignina, confiriendo rigidez a la
célula ( figura 1)
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Parei secundaria

$;

Pared primasia

Direccion de

fas fibres

Laminilla media

Fibrillas de celulosa

Malriz
Hemioelulosa lignina-hemicelulosa

Figura 1 : Arquitectura molecular de tejidos lenosos
A: Haz de células lefiosas contiguas.
B: Corte de una célula lenosa mostrando las capas que
constituyen la pared vegetal.
C: Seccién de la pared celular secundaria mostrando la relacién
de hemicelulosa y lignina con las fibras de celulosa.
(Kirk, 1983).
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En la pared primaria la celulosa se dispone en haces de cientos de
moléculas fuertemente empaquetadas formando fibrillas como se puede
observar en la figura 2. Estas fibrillas tienen zonas externas amorfas y un
centro altamente cristalino, lo que les confiere una alta resistencia
mecanica. Las zonas amorfas internas generan zonas de torsion, por lo
cual las fibrillas no son rectas (Blackwell, 1982).

Puentes de Ca*?entre Molécula de acido
moléculas de pectina. péctico.

Glicoproteinas. Molécula de

pectina.

Microfibrillas de celulosa. Molécula de hemicelulosa.

Figura 2: Esquema de la interconeccion existente en la pared celular primaria
de vegetales superiores, entre las fibrillas de celulosa, la matriz de hemicelulosas
y sustancias pécticas. Las moléculas de hemicelulosa ( xilano ) se unen por
puentes de hidrogeno a la superficie de las microfibrillas de celulosa. Algunas de
estas hemicelulosas se unen a las moléculas de acido péctico a través de cadenas
cortas de pectina. Existen glicoproteinas adheridas a las moléculas de pectina.

Los haces de celulosa estan inmersos en una matriz de hemicelulosas,
sustancias pécticas y proteinas. Con el estudio de la pared primaria de
sicomoro se pudo comprobar que esta esta constituida por 23% de
celulosa, 21% de xiloglucanos, 20% de arabinogalactanos, 16% de
ramnogalactanos, 10% de proteinas ricas en hidroxiprolina y 9% de
tetraarabindsidos unidos a hidroxiprolina (Albersheim, 1976). |




Introducci”

Figura 3: esquema de la composicidon de la pared primaria.

1:fibrilla de celulosa; 2: xiloglucano; 3: ramnogalactano;

4: arabinogalactano; 5:proteina; 6: tetraarabindsido.
(Albersheim, 1976)

Los xiloglucanos forman una monocapa que rodea la fibrilla
interconectandola con los polisacaridos pécticos. En la pared primaria las
microfibrillas no corren paralelas, sino que forman una red, cuya estructura
queda determinada por las interconexiones con la matriz (figura 3).

En la pared secundaria las microfibrillas de celulosa estan dipuestas
paralelas entre si y se encuentran embebidas en lignina. La lignina es un
heteropolimero amorfo con componentes aromaticos que ocupa el espacio
entre las fibrillas, confiriendo mayor resistencia a la pared. La matriz de la
pared secundaria también presenta hemicelulosas y pectinas (Frey
Wyssling, 1976).

1.4.- LA CELULOSA

1.4.1.- ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA DE LA CELULOSA.

La celulosa es le biopolimero mas abundante sobre la corteza
terrestre. Es imposible hacer un calculo exacto de la cantidad de celulosa
presente en este momento en la bidsfera. Cada ano cerca de 28 millones
de celulosa son sintetizadas por las plantas. Esta cifra corresponde
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alrededor del 6% del CO. atmosférico fijado tanto por plantas terrestres
COMo marinas.

La tasa anual de produccion de celulosa representa solo un 0.02 % del
total de celulosa estimado en 1400 billones de toneladas.

La celulosa (constituyente principal de las paredes vegetales) no es
sintetizada exclusivamente por las plantas . Esta también es sintetizada por
algas y forma parte de la pared fungica en el phylum Oomycota
(Alexopoulos et al., 1996) y es parte de la pared celular también en una
especie del phylum Chytridiomycota.

Se trata de un sistema dinamico en el que a la vez que se sintetiza, la
celulosa es también degradada por una serie de microorganismos,
mayoritariamente bacterias y hongos.

La celulosa es ‘un homopolimero lineal. Esta constituido por
monomeros de glucosa unidos por enlaces B-1,4 y no presenta cadenas
laterales.

La longitud del polimero es altamente variable, dependiendo del
organismo a partir del cual se ha extraido, asi como de su edad y estado_
metabolico (Markham y Bazin, 1991).

Cada monomero de glucosa presenta una rotacion de 180° respecto
de los residuos contiguos. La fibrilla se estabiliza por la presencia de
puentes de hidrogeno intramoleculares como se ve en la figura 4.

"
_,-OCH D__—-———""H—o “_',_._.

°‘ T,

Q= —

He = 'O‘i"/

0~~~ _H—O OH

Figura 4: molécula de célulosa mostrando los puentes de hidrégeno inter e
intramoleculares.
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La ausencia de cadenas laterales y la estabilizacion por puentes de
hidrogeno entre cadenas paralelas permite la formacion de agregados
moleculares conocidos como microfibrillas (Zarra y Revilla, 1993).

Se consideran dos tipos de celulosa:

1) celulosa nativa o cristalina. Caracterizada por un alto grado de
cristalinidad y polimerizacion y por consecuencia insoluble. Ej.:
avicel, fibras de algodon, papel de filtro, etc.

2) celulosa modificada. Es una celulosa amorfa, caracterizada por un
bajo grado de ordenamiento y polimerizacion que reulta soluble
en agua. Ej.: carboximetilcelulosa, celooligosacaridos, etc.

I.5.- HEMICELULOSAS.
1.5.1.- ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA DE LAS
HEMICELULOSAS.

Las hemicelulosas son polimeros de diversas hexosas y pentosas,
principalmente D-xilosa, L-arabinosa, D-manosa, D-glucosa, D-galactosa
y acido D-glucurdnico. Estos polisacaridos forman parte de la pared
vegetal en forma amorfa y por lo tanto constituyen la porciéon mas
facilmente degradable de la pared vegetal (Sjostrom, 1993).

Las hemicelulosas se sintetizan como heteropolimeros. Poseen una
columna vertebral formada por una cadena plana corta (grado de
polimerizacién 100 - 200) de azucares unidos por enlaces, casi siempre B-
1,4; de la que pueden salir ramificaciones muy cortas, muchas veces de un
solo azucar de longitud. Se clasifican generalmente segun los azycares

residuales presentes.

' Los xilanos son las principales hemicelulosas de las maderas de
angiospermas. Constituyen del 10 al 35 % del peso seco (Joseleau y Ruel,
1994).

Consisten de una cadena principal de unidades B-D xilopirandsidos
con uniones B-1,4 ( ver figura 5). Dependiendo de su origen, esta cadena
puede tener diferentes sustituyentes y cadenas laterales. Se consideran
tres familias principales de xilanos (Puls y Schuseil, 1993):

1) de maderas de angiospermas. Acetil-4-0O-metilglucuronoxilano,

con un grado de polimerizacion de 200.
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2) de maderas de coniferas. Arabino-4-O-metilglucuronoxilano, con

un grado de polimerizacion de 120.
3) De pastos. Arabino-4-0-metilglucuronoxilano, con un grado de

polimerizacion de 70.

(DAc)
7 N ;o
N =V A =

OH OR

Figura 5: Conformacion de la molécula de xilano.

Las hemicelulosas cubren y unen a las microfibrillas de celulosa en
una matriz comun. Su bajo grado de polimerizacion incrementa la-
solubilidad de las hemicelulosas y su posicion expuesta en las superficies
de las microfibrillas, explican porqué son los primeros componentes de la
pared vegetal que es atacada por los microorganismos, junto con las
pectinas (Zabel y Morrel, 1992).

1.6.- ALMIDON '
1.6.1.- ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA DEL ALMIDON.

Mas de la mitad de los carbohidratos que ingerimos son almidon. El
reservorio nutritivo en las plantas es el almidon, que esta presente en dos
formas: la amilosa (15 - 25%) y la amilopectina (75 - 85%). Estas
proporciones varian segun el origen del almidén.

Los almidones proveninentes de fuentes diferentes varian su
contenido de amilosa y amilopectina, lo cual determinara diferencias en
propiedades tales como solubilidad en agua, tamafo molecular, capacidad
de tincion con lugol y suceptibilidad a la degradacién enzimatica (Fogart y
Kelly, 1979).

La amilopectina es una molécula ramificada. Tiene aproximadamente
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un enlace «-1,6 cada treinta unidades de glucosa unidas por enlaces «-1,4
de manera lineal. Es una de las moléculas naturales de mayor peso
molecular.

C o>

'~
EXTREMO
REDUCTOR

Figura 6: Punto de ramificacion en una molécula de amilopectina.

La amilosa es una molécula lineal, no ramificada, compuesta por
unidades de glucosa unidas entre si por enlaces x-1,4 (entre 100 y 6000
unidades). Este polisacarido lineal adopta una forma espiralada (seis
unidades de glucosa por vuelta), debido a la formacion de puentes de
hidréogeno intramoleculares.

I.7.- BIODEGRADACION

I.7.1.- ENZIMAS EXTRACELULARES FUNGICAS .

Los sistemas enzimaticos fungicos involucrados en la degradacién de
polimeros complejos (enzimas extracelulares) son liberados al medio
durante la fase de activo crecimiento del hongo facilitando la movilizacion
de nutrientes hacia el interior del micelio en crecimiento.

Su ubicacion afuera de ia célula resulta imprescindible, dado que,
debido al alto peso molecular de los polimeros, estos no pueden ingresar a
la célula tal cual. Solo seran incorporados a la célula para su posterior
utilizacidon a través de productos de su hidrélisis llevada a cabo por dichas
enzimas degradativas extracelulares.
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Entre las enzimas degradativas fungicas extracelulares, las celulasas,
xilanasas, amilasas y proteasas revisten un interés fundamental tanto a
nivel ecologico como potencialmente biotecnoldgico.

1.7.2.- ECOLOGIA DE LOS SISTEMA ENZIMATICOS EXTRACELULARES
FUNGICOS.

Cada dia se fijan a través del proceso fotosintético alrededor de
3x10'° toneladas de carbono a partir de CO; atmosférico. La biomasa
resultante de los residuos vegetales representa una importante fuente de
energia, sin embargo esta no puede ser utilizada como tal, ya que esta
constituida por moléculas complejas como la celulosa, hemicelulosa, etc.
Esta debe ser degradada previamente a productos simples mas facilmente
asimilables.

Otra fuente importante de materia organica la constituyen las heces
de animales de pastoreo. El estiércol contiene grandes cantidades de
celulosa y hemicelulosa no digeridas por el rumiante. Los grandes centros
urbanos, a su vez, contribuyen con un gran caudal de deshechos de papel
y carton.

En la naturaleza los hongos celuloliticos, que habitan el suelo, la
hojarasca, las raices, los troncos e inclusive el follaje arboreo, son los
responsables de la conversion de la biomasa vegetal en compuestos
simples. Estos pueden ser reutilizados por otros organismos o pueden
pasar a formar parte del suelo. La celulosa es el biopolimero natural mas
abundante sobre la corteza terrestre y esta formado por unidades de
glucosa. Al ser degradado, no solo aporta nutrientes para el crecimiento de
los hongos sino también para el crecimiento de muchos otros organismos.
Estos se ven beneficiados por un aporte energético que de otra manera
quedaria inutilizado.

Las enzimas celuloliticas son sintetizadas dentro de la célula fungicay
son transportadas a la superficie celular o excretadas al medio extracelular,
lo cual permite degradar la celulosa que es un polimero de alto peso
molecular. Asi, sucesivamente, y en forma sincronizada, varias enzimas
son liberadas al medio para lograr la efectiva degradacién del polimero de
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celulosa a sus monomeros de glucosa. Esta actividad extracelular
multienzimatica es un complicado proceso biologico.

I.7.3.- CELULASAS FUNGICAS.
1.7.3.1.- COMPOSICION DE LOS SISTEMAS ENZIMATICOS.

Los organismos celuloliticos son aquellos capaces de producir un
sistema enzimatico extracelular capaz de hidrolizar la celulosa a
componentes solubles. Los hongos filamentosos son los organismos
celuloliticos por excelencia debido a su habito filamentoso de crecimiento
micelial y a la eficiencia y diversidad de sus sistemas enzimaticos.

El sistema celulolitico esta formado por tres tipos de enzimas:

a) Endoglucanasas (EC 3.2.1.4.) EG =su accion se caracteriza por
producir rupturas de los enlaces B-glucosidicos al azar disminuyendo el
grado de polimerizacion de la celulosa. No es capaz de actuar sobre la
celulosa cristalina, sino que lo hace sobre la celulosa amorfa,
reduciendo asi, su viscosidad.

b) Exocelulasas = estas enzimas producen rupturas consecutivas
en la molécula de celulosa a partir de un extremo no reductor liberado.
Estan representadas por dos tipos de enzimas:

e Celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91.) CBH = liberan unidades de
celobiosa a partir del extremo no reductor.

¢ GClucohidrolasas (EC 3.2.1.74.) GH = |liberan unidades de
glucosa a partir del extremo no reductor liberado. Generalmente actuan
sobre dextrinas.

¢) B-glucosidasas (EC 3.2.1.21.) BG = clivan los dimeros de
celobiosa a los monémeros de glucosa. También pueden actuar sobre
pequenos celooligosacaridos.

Los hongos de pudricion castana, a diferencia de los de pudricion
blanca, no son capaces de producir celobiohidrolasas, si bien sintetizan
endoglucanasas y P-glucosidasas. Se sugiere que llevan a cabo la
hidrélisis de la celulosa utilizando la endoglucanasa que producen
asociada a factores no proteicos como H;0; y Fe*+ (Wood y Garcia
Campayo, 1990; Uemura et al., 1993).

En adicion a los tres tipos de enzimas mencionadas anteriormente,
existen otras enzimas que también participan en la degradacion de
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celulosa en ciertos casos. Los hongos de pudricion blanca sintetizan una
enzima oxidativa, la celobiosa oxidasa (EC1.1.99.18). Se trata de una
enzima flavin dependiente con estructura similar al citocromo b, que posee
un dominio de unidn a la celulosa. Utiliza como aceptor electronico el O, y
produce H;O.. Esta enzima podria actuar también con otros aceptores
electronicos como el citocromo ¢, diclorofenol-indofenol, Mn3- vy
benzoquinonas (Bao et al.,1993). Posiblemente esta enzima actue oxidando
el extremo reductor creado al romperse el enlace B-glucosidico tras la
accion de la endoglucanasa. De esta manera se aseguraria que dicho enlace
no se vuelva a formar.

La celobiosa quinona oxidorreductasa, una enzima flavin dependiente,
que utiliza quinonas y radicales fenoxi como aceptores electronicos es
producida por todos los hongos de pudricion blanca conocidos. Se la
considera un importante nexo entre los procesos de hidrolisis de celulosay
lignina (Eriksson et al., 1993). Roy et al. (1994) proponen un modelo que
interrelaciona ambos procesos de hidrolisas en Trametes versicolor.

Las enzimas oxidativas dependientes de O, podrian estar involucradas
también en la degradacion de celulosa por Polyporus adustus,
Myrothecium verrucaria y Trichoderma reesei, ya que la degradacion de

algodon por los sistemas enzimaticos de estos organismos se ve reducida
un 50% cuando la atmésfera normal es reemplazada por N;. Se han

detectado acidos gluconico y celobidonico en los sobrenadantes de cultivo
de 7. reesei. En contraste con estos resultados, se sabe que la capacidad

para degradar celulosa por parte de Fusarium solani, Penicillium
funiculosum, Trichoderma koningii y Talaromyces emersonii no es

dependiente de la presencia de Q. Sin embargo, es posible que posean
una celobiosa deshidrogenasa similar a la de Monilia sp. que no utiliza O;

ni quinonas como aceptores electréonicos (Coughlan y Ljungdahl, 1988).
De todos los hongos filamentosos estudiados, 7. reese/ ha sido el mas

utilizado en las investigaciones y también el elegido con fines de
produccién industrial de enzimas (Markham y Bazin, 1991).
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1.7.3.2.- SECRECION

El sistema de secrecion enzimatica en los hongos filamentosos
presenta modificaciones del ya estudiado sistema en c¢élulas eucaridticas
dado que existe una direccionalidad en el crecimiento y en el transporte
de nutrientes hacia el apice hifal. Esta es el area activa de secrecion
enzimatica. Lo que no se descarta, es que exista una cierta actividad
secretora a lo largo del resto del micelio para mantener la actividad
metabdlica.

De los estudios realizados se ha propuesto que la endoglucanasa es
sintetizada en el reticulo endoplasmatico y que es transferida rapidamente
a vesiculas que la transportan a otras vesiculas en las que sufren las
ultimas modificaciones post traduccionales antes de ser secretadas al
medio de cultivo. Para ser secretadas, las vesiculas se funden con la
membrana plasmatica por un proceso de exocitosis. Una vez en el exterior
las enzimas se adsorben rapidamente al sustrato disponible.

Las celulasas son realmente enzimas extracelulares ya que sus tres
componentes, endoglucanasa, exoglucanasa y P-glucosidasa, son
secretadas al medio durante la fase de activo crecimiento con una tasa muy
alta y son luego recuperables del medio de cultivo.

Las celulasas contienen carbohidratos en su estructura. Este dato es
consistente con el concepto de que todas las proteinas de excrecion en las
células eucariotas son glicoproteinas. La porcion glucosidica es anadida a
las enzimas en la etapa post traduccional a través de un residuo de
glucosamina y esta ultima modificacion parece 'ser imprescindible para las
enzimas de excrecion.

1.7.3.3.- ISOENZIMAS

Las enzimas del complejo celulolitico existen en multiples formas. La
sintesis de isoenzimas responde en ciertos casos a productos de genes
diferentes, pero en algunos casos, se sintetizan como consecuencia de
estados fisiologicos diferentes (componentes del medio de crecimiento,
diferentes pH, etc,) a partir de un mismo gen original. Es un hecho ya
ampliamente observado que en medios de cultivo ligeramente diferentes se
sinteticen diferentes formas de una misma enzima, que a pesar de poseer
caracteristicas cataliticas similares difieren notablemente en sus
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caracteristicas fisico-quimicas. Las dos teorias mas aceptadas para explicar
su sintesis son las siguientes:

1.- se originan a partir de modificaciones post traduccionales
reguladas fisiologicamente.

2.- se originana a partir de digestiones proteoliticas luego de su
secrecion.

Segun la primer teoria expuesta, al tratarse de isoenzimas sintetizadas
a partir de un proceso de regulacion fisioldgico, cada isoenzima sintetizada
tendria un rol fisioldgicamente definido; mientras que la segunda teoria
resalta la falta de regulacion en su sintesis, sugiriendo que se trataria de
meros artefactos, consecuencia del procesamiento inespecifico de enzimas
previamente secretadas.

Si bien los estudios fisiologicos se llevan a cabo utilizando medios
sintéticos con sustratos puros, en la naturaleza los hongos se encuentran
con una amplia gama de sustratos celuldsicos heterogéneos, y serian estos
los responsables de la aparicion de las diversas isoenzimas fungicas.
Messner y Kubicek (1991), investigaron esta regulacion, correlacionando la
aparicion de las diferentes formas enzimaticas con los sustratos utilizados.

La influencia del medio de cultivo en la multiplicidad de las
celobiohidrolasas fue estudiado utilizando anticuerpos monoclonales
(Mishra et al., 1989). Para 7. reesei cepa QM9414 en un medio sin control
de pH y con alto contenido .de nitrégeno se demostrd que se sintetiza una
enzima de bajo peso molecular.

Se han encontrado también polimorfismos de la endoglucanasa en
Aspergillus nidulans , A. niger (Akiba et al., 1995), en 7. reesei (Micletzby

“et al., 1994), en especies del género /odophanus y Thecotheus ( Pardo et
al.,, 1997), en especies del género Saccobolus (Ramos y Forchiassin,
1996a), Humicola insolens (Schulein, 1997), asi como en la mayoria de los

hongos estudiados.

La aparicién de isoenzimas, que parece deberse a una correlacion con
el sustrato en el que crecen, como consecuencia de una modificacion post
traduccional relacionada con la actividad fisiolégica suele estar asociada a
un aumento en la eficiencia de la hidrolisis de la celulosa. Segun Wood vy
Bhat (1988) la formacion de un complejo enzima-enzima es necesario para
favorecer el sinergismo entre estas enzimas. Es posible que ciertos
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procesos fisiologicos causen cambios especificos en las enzimas para
favorecer la formacion de complejos enzima-enzima levemente diferentes
capaces de hacer mas eficiente la hidrolisis de la celulosa en la naturaleza.

1.7.3.4.- ESTRUCTURA MOLECULAR

Los estudios sobre la arquitectura de las celulasas fungicas coinciden
en que la estructura basica consiste en todos los casos por dos dominios.
Un dominio nucleo 6 catalitico, poco conservado y un dominio cola que
sirve para unir la enzima al sustrato, muy conservado. Estas dos regiones
estan unidas entre si por una region bisagra. Esta region es flexible y rica
en prolina, treonina y serina.

Para 7 .reesei se clonaron y secuenciaron dos celobiohidrolasas (CBH |
y CBH 1l) y dos endoglucanasas ( EG | y EG Hl ). Su estructura puede
observarse en la figura 7.

NH, I l H TBFA]-coou CBH |
HITTH—H - ] CBH Il
| j EG I
- H [T H] EG |

] A zonas que presentan 70% de homologia
I B: zonas que presentan 50-60% de homologia

Figura 7: Esquema de cuatro de los genes de 7. reesei
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Se ha visto que existen ciertos bloques muy conservados en las cuatro
enzimas estudiadas. El bloque A es el mas conservado, presentando un
70% de homologia entre las cuatro enzimas.

La estructura tridimensional de CBH Il muestra que posee una
estructura tipo “renacuajo” (ver figura 8). Presenta un nucleo y una cola,
unidas por una region flexible. El dominio de la cola es N-terminal para
esta enzima pero C-terminal para la CBH |. A pesar de que ambas enzimas
son capaces de adherirse a la celulosa cristalina, lo hacen con diferentes
especificidades y se postula que esta diferencia esta relacionada con la
accion sinérgica entre estas enzimas. Este dominio resulta de suma
importancia al analizar su funcion en relacion directa a la celulolisis. Es de
esperar que una mejor adhesion al sustrato traeria aparejada una mayor
eficiencia del sitio activo. Puede tener también un papel fundamental al
causar el desplazamiento de la fibras de celulosa en las regiones
cristalinas, permitiendo asi la actividad enzimatica en estas regiones de
dificil acceso.

Ca I N

Figura 8: Estructura tridimensional de la CBH | y CBH Il.

La regién bisagra que conecta ambos dominios se encuentra
altamente glicosilada, se supone que para prevenir el ataque proteolitico o
bien, para asegurar una distancia minima entre los dos dominios
principales. Esta region permite la union al sustrato por el dominio de
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adhesion y deslizarse lateralmente llevando al dominio catalitico hacia
nuevos sitios de corte (Srisodsuk et al., 1993). La siguiente tabla resume
las diferentes familias que se establecen a partir de la comparacion de los
dominios cataliticos segun la secuencia aminoacidica:

Tabla 2: Familias de genes de celulasas.

Familia (Sub-familia | Organismos Tipo de enzima
A Al a A4 Diferentes géneros bacterianos ENDO vy algunas xilanasas
AS Trichoderma reesei ENDO EG INl
Schizophyllum commune ENDO
B | B1 Diferentes géneros bacterianos ENDO
- | B2 Trichoderma reesei EXO CBH Il
%C ' Trichoderma reesei ENDO EG |
! Trichoderma reesei EXO CBH !
Phanerochaete chrysosporium EXO
DyE Diferentes géneros bacterianos ENDO
F | Diferentes géneros bacterianos Endo y xilanasas

Esta clasificacion fue realizada por Henrissat en 1993 (Henrissat y
Bairoch, 1993). La clasificacion se realiza por el dominio catalitico, ya que
los dominios de reconocimiento de sustrato no varian dentro de las
especies, sin importar el tipo de actividad que posea (Beguin, 1990).

El modo de accion de las enzimas esta determinado exclusivamente
por su dominio catalitico. Se vio que una enzima heteréloga con el nucleo
de CBH | y cola de EG | presenta actividad exoglucanasa (Srisodsuk et al.,
1997).

Asi, un cambio de unos pocos aminoacidos en el dominio catalitico,
conlleva a cambios drasticos en el modo de accion de la enzima. Esto
explica las diferentes estrategias de ataque entre la CBH |y la EG .

La estructura terciarias del dominio catalitico de la CBH | tiene forme
de tanel que la hace eficiente para atacar la molécula desde los extremos.
Sin embargo, con algunos aminoacidos cambiados, la EC |, posee un sirio
activo mas abierto conteniendo multiples sub-sitios, permitiendo rupturas
de enlaces al azar dentro de la molécula.
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1.7.3.5.- MODO DE ACCION DE LAS CELULASAS

Segun el consenso histérico, la degradacion de celulosa cristalina es
mas rapida y efectiva cuando todas las enzimas celuloliticas actian en
conjunto. Sin embargo, las interacciones moleculares involucradas en el
sinergismo no estan aun totalmente aclaradas. Esta dificultad surge de las
diferentes propuestas de las acciones particulares de cada enzima
purificada.

La aparente falta de especificidad enzimatica de los componentes del
sistema celulolitico es un tema ampliamente conocido. En algunos casos,
este fenomeno es atribuido a la existencia de complejos enzima-enzima
como el encontrado en 7. reese/ (Sprey y Lambert, 1983). Este complejo
enzima-enzima entre endocelulasas, xilanasas y B-glucosidasas |,
electroforéticamente homogéneo resulté ser heterogéneo luego del
tratamiento con urea/octyl glucosido.

También se han reportado complejos enzima-enzima entre diferentes
tipos de celobiohidrolasas (I y I) en T.reeseiy en Penicillium pinophilum
asi como complejos entre endocelulasas y celobiohidrolasas (Wood et al.,
1989). Estos complejos fueron luego disociados en columnas de
cromatografia de afinidad preparadas con p-aminobenzil 1-tio-B-
celobiosido y Affigel 10.

Esta falta de especificidad de los componentes del sistema celulolitico
pueden ser el resultado de la diferente especificidad de enzimas
provenientes de diferentes fuentes, asi como de la presencia de complejos
enzima-enzima que resultan estables en las condiciones de
fraccionamiento usualmente utilizadas.

Sin embargo es actualmente aceptado que el sinergismo entre los
componentes del sistema celulolitico existe y que este es mas marcado al
actuar sobre celulosa cristalina (particularmente sobre fibras de algodén).
Este sinergismo decrece cuando el sustrato es celulosa amorfa y parece
inexistente al utilizar celulosa soluble.

El modelo de accidén enzimatico mas aceptado para hidrolizar celulosa
en estado cristalino sostiene que es prerrequisito fundamental para el
clivaje enzimatico la hidratacion y separacion de las fibrillas de celulosa.
Por lo tanto, Wood et al (1990) proponen un modelo basado en
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consideraciones estéricas utilizando como modelo el sistema celulolitico de
P. pinophilum compuesto por cinco endocelulasas y dos celobiohidrolasas
(I y 'I). El modelo sostiene, que la presencia constitutiva de las dos
celobiohidrolasas es fundamental para lograr hidrolizar las fibras de
celulosa.

El primer paso consistiria en la ruptura del enlace glucosidico por
parte de una endocelulasa que genera un extremo no reductor con una
configuracién particular. Luego, la celobiohidrolasa | con especificidad
estérica, usando el extremo no reductor liberado como sustrato liberaria
sucesivamente unidades de celobiosa. De esta manera podria quedar
expuesta otra cadena de la fibrilla de celulosa de configuracion diferente
que seria sustrato para la celobiohidrolasa Il (ver figura 9).

El ataque de otra endoglucanasa (Il), que actua sobre otro tipo de
configuracién del enlace glucosidico generaria otro extremo no reductor de
estereoespecificidad diferente que serviria de sustrato a otra
celobiohidrolasa. De esta manera el sistema actuaria con maxima
eficiencia. Finalmente las unidades de celobiosa liberadas de esta manera,
serian atacadas por la B-glucosidasa para producir asi los monémeros de
glucosa finales.

El sinergismo entre los componentes del sistema celulolitico depende
de diversos factores:

1) la naturaleza del sustrato.

2) La afinidad de el/los componentes enzimaticos por el sustrato.

3) La estero-especificidad de los componenetes.

4) La concentracion de las enzimas.

5) La proporciéon entre los componentes enzimaticos (Duff y Murray,

1996).

Sin embargo, el modelo que explica la accidn sinérgica del sistema
celulolitico para degradar la celulosa completamente a sus monémeros
constituyentes de glucosa es una simplificacion de lo que realmente ocurre
en la naturaleza, ya que no tiene en cuenta la presencia de actividades
oxidativas auxiliares . Coughlan y Ljungdahl (1988) han propuesto un
modelo para explicar la biodegradacion fungica de la celulosa
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Figura 9: Modo de accién del sistema celulolitico.

A: molécula de celulosa.

B: representacion de los dos tipos de enlaces presentes en la molécula de
celulosa.

C: moléculas resultantes de la accién de dos endocelulasas.

D: ataque de dos exocelulasas.

E: liberacion de nuevos sitios de ataque.

F: produccién de glucosa a partir de celobiosa.
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contemplando la actividad de los principales constituyentes del

sistema celulolitico asi como otras actividades accesorias encontradas en
otros hongos.

Amorfogénesis l Oxdadén

—
— o — — — -

[

- — —— —— — — — —

—— —— —— — S — —

ENDO/EXO | (CBH UCBH I)

‘ ‘ ! ]
¥ Acido
Celodexirinas + Celoblosp —> Ccloblono- —»
iactona Celobidnico

Glucosa —» Glcono- —» Acido
lactona Qlucénico

Figura 10: Modelo para la degradacion fungica de la celulosa segun
Coughlan y Ljungdahl (1988).
A: formacion de fibras cortas, B: segmentacion, C: desestratificacion.
ENDO: endoglucanasa, EXO (CBH I/CBH Il): exocelobiohidrolasas.

1: celobiosa oxidasa/deshidrogenasa, 2: lactonasa, 3: exoglucohidrolasa, 4: 8-glucosidasa, 5:
endoglucanasa, 6: exocelobiohidrolasa, 7 glucosa oxidasa.
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Como se puede observar en la figura 10 la degradacion comienza por
un primer paso de amorfogénesis de la fibra de celulosa. En este paso se
romperian los puentes de hidrégeno intermoleculares, que mantienen la
estructura cristalina, relajando las cadenas de celulosa, que una vez
hidratadas son susceptibles al ataque enzimatico.

Este modelo involucra en este primer paso la segmentacion, formacion
de fibras cortas y/o la desestratificacion de la celulosa con la intervencion
de oxidasas y/o otras enzimas. Sin embargo, esta mayormente aceptado
que seria el dominio cola de uniéon al sustrato de las celulasas el
responsable de lograr la amorfogénesis de las fibrillas.

En el sistema que poseen los hongos de pudricién castana que no
poseen exoglucanasas (Uemura et al.,, 1993) se vid que la fibrilla de
celulosa queda reducida a las zonas cristalinas luego de la digestion de las
areas amorfas (Kleman Leyer et al.,, 1992). El aprovechamiento de la
celulosa en este sistema es ineficiente ya que la endoglucanasa seria la
unica responsable de la degradacién de la celulosa. Se propone también,
que una oxidacidon no enzimatica abriria la fibrilla liberando algunos
productos solubles.

En el caso de los hongos de pudricion blanca, la situacion es muy
compleja ya que actuan simultineamente el sitema celulolitico y el
ligninolitico. Segun los resultados finales de este tipo de pudriciéon, se
sostiene el propuesto sinergismo endo-exocelulasa. Este sistema incluye
ademas el efecto de fuertes oxidantes, producidos por las ligninasas, que
podrian actuar sobre la celulosa (Jennings, 1995).

1.7.4.- XILANASAS FUNGICAS
[.7.4.1.- COMPOSICION DE LOS SISTEMAS ENZIMATICOS.

Las hemicelulasas se producen tempranamente en los procesos de
pudricion y muchas veces estan asociadas a la degradacion de lignina
(Eriksson et al., 1990). Estas enzimas degradarian las hemicelulosas en la
pared celular inmediatamente adyacente al lumen y se introducirian asi en
la pared secundaria abriendo canales de suficiente tamafio para permitir el
acceso de las enzimas degradadoras de lignina de mayor peso molecular.
Las hemicelulosas degradadas proveerian de energia a los hongos ya que la
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lignina sola aparentemente no sirve como sustrato para el crecimiento
(Kirk y Farrell, 1987).

Dada la complejidad estructural del xilano, segun la composicion de la
cadena principal, se requieren varias enzimas para lograr su modificacion y
completa degradacion.

Para despolimerizar el xilano, se requieren las siguientes enzimas :

a) endo B-1,4 xilanasa ( EC 3.2.1.8 ) = esta enzima produce rupturas

al azar entre unidades de xilosa, clivando los enlaces B-1,4.
Produce una disminucion drastica del grado de polimerizacion.

b) B-D 1,4 xilosidasa ( EC 3.2.1.37 ) = se trata de una exo enzima

que ataca los dimeros de xilobiosa resultantes.

c) Luego, las cadenas laterales son clivadas por una amplia variedad

" de enzimas, dependiendo de la naturaleza del xilano en cuestion.
Entre ellas se pueden encontrar las siguientes enzimas:

i) 1,4-B-D-glucosidasa

i) o~-L-arabinosidasa

iii)  o-D-glucuronidasa

iv) o-D-galactosidasa

1.7.4.2.- REGULACION

Las xilanasas, al igual que las celulasas son enzimas inducibles por
sustrato y reprimibles por producto.

Dado que el xilano no es capaz de ingresar a las células, se postula
que el real inductor, seria una molécula de baj6 peso molecular, xilobiosa
o xilotriosas. Estas serian el producto de la hidrélisis parcial del xilano que
se llevaria a cabo por una muy pequefia cantidad de enzimas constitutivas,
siempre presentes. También se ha logrado inducir el sistema xilanolitico en
ausencia de xilano con variantes sintéticas de aril B-D-xilédsidos y metil -
D-xilésidos (Bajpai, 1997).

Se ha logrado la induccién del sistema también con isomeros de
posicion. La induccion de las xilanasas por 1,2-B-xilobiosa es analoga a la
induccion del sistema celulolitico por soforosa (Zhu et al.,, 1982). Sin
embargo, dado que la respuesta a la induccion con 1,2-B-xilobiosa es muy
lenta y a la evidencia de que ésta es convertida a 1,4-B-xilobiosa, se
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postula que el disacarido isémero solo estaria actuando como un precursor
del real inductor natural del sistema (Biely, 1993).

Los estudios de regulacion de este sistema en hongos filamentosos
resulta muy dificil ya que hay una gran variedad de mecanismos de control
celulares (Bajpai, 1997). Por otra parte, estos estudios se complican por la
produccién concurrente de xilanasas y celulasas asi como por las
especificidades por sustrato cruzadas entre estos dos grupos de enzimas.
Por ejemplo, el sistema celulolitico de Trichoderma reesei QM 9414 tiene
dos grupos de glucanasas que presentan actividad xilanolitica: un grupo de
actividad especificamente endoxilanolitica y un segundo grupo de punto
isoeléctrico mas bajo ( pl 3.2-4.2 ) capaces de hidrolizar tanto celulosa

como xilanos (Antranikian, 1992). Otro ejemplo de produccion de xilanasas
junto con la produccion de celulasas se encontréo en Schizophyllum

commune (Willick et al., 1984) Este hongo crece muy pobremente en xilano

sin la presencia de celulosa en el medio de cultivo.

También se ha registrado la favorable induccion de celulasas en
presencia de xilano como sustrato. Esto se observé en Streptormyces

flavogriseus (Honda et al., 1985). Resta confirmar si se trata de un real

efecto inductivo por parte del xilano o si se trata de una estimulacion
celular por parte de una fuente de carbono mas facilmente metabolizable
que la celulosa.

Al crecer en medios- con xilano como fuente de carbono, varias
especies son capaces de producir xilanasas especificas sin producir
celulasas. Otras, como Saccobolus saccoboloides sintetiza tanto xilanasas
como celulasas en este medio de cultivo (Magnelli, 1998). La sintesis de
xilanasas en presencia de celulosa podria deberse a la existencia de un
sistema regulatorio comun para ambas enzimas.

1.7.4.3.- ISOENZIMAS

Una gran variedad de enzimas xilanoliticas han sido reportadas en
diferentes organismos. En todos los casos, se han encontrado formas
multiples para estas enzimas (Wong et al., 1988).

Se han encontrado entre tres y cinco isoenzimas xilanoliticas tanto en

hongos como en bacterias (Okoshi et al., 1985; Tsujibo et al., 1990). En
Trchoderma sp. se encontraron cinco isoenzimas. A igual que en caso de
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celulasas todavia no se ha logrado esclarecer por completo la base
funcional ni genética de esta formas enzimaticas.

Las -isoenzimas son electroforéticamente distinguibles. Su origen
puede deberse a modificaciones post traduccionales del producto de un
mismo gen. Podria tratarse de diferencias de glicosilaciéon o de protedlisis
diversas. Las xilanasas de T7richoderma pueden o no estar glicosiladas

(John y Schmidt, 1988). Se han encontrado un par de isoenzimas no
glicosiladas en 7. koningiiy en T. lignorum. De esta manera se descartaria
la teoria de diferenciacion glicosidica para explicar la presencia de
isoenzimas en este grupo. Incluso, el analisis de la composicion
aminoacidica de las isoenzimas de 7. harzianum sugiere que éstas

provienen de genes diferentes (Wong et al., 1986).

1.7.4.4.- GENES DE LAS XILANASAS

El estudio de la arquitectura molecular de los genes de xilanasas
fingicas es mas reciente y por lo tanto menos desarrollada que el estudio
de las celulasas fungicas. 7. reesei es el organismo en el cual se han
concentrado los mayores esfuerzos (Torronen et al., 1992).

Al comparar las secuencias aminoacidicas de la region catalitica de las
diferentes xilanasas estudiadas (Bajpai,1997), se las dividio en dos grupos
o familias:

1) de bajo peso molecular, conteniendo 182-234 aminoacidos.

2) De alto peso molecular, conteniendo 269-809 aminoacidos.

Se ha demostrado que estas dos xilanasas se producen
simultaneamente en Bacilus subtilis y Clostridium acetobutylicum (Wong et
al., 1988) pero no se sabe si esta unidad genética presente en bacterias
también corresponde a una unidad genética en hongos filamentosos.

1.7.4.5.- MODO DE ACCION

Las enzimas que degradan las hemicelulosas son primariamente
hidroliticas y el patron de ataque es analogo al de la degradacién de
celulosa por las celulasas. Sin embargo las exoenzimas estan ausentes,
debido probablemente al bajo grado de polimerizacion del sustrato
(<200).
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Dado que las hemicelulosas son heteropolimeros constituidos por
diferentes azucares, cadenas laterales y grupos sustituyentes, los procesos
enzimaticos involucrados en su degradacion son complicados y estan
recien comenzando a ser dilucidados (Zabel y Morrel, 1992).

Las xilanasas son el grupo de enzimas mas estudiadas entre las
hemicelulasas ya que el xilano es el componente hemicelulolitico mas
abundante.

Figura 11: Enzimas involucradas en la degradacion del xilano.

ACE: acido acético, ARAf: arabinofuranosa, COU: acido cumarico, FER: acido
feralico, MEGLCA: acido metil glucurénico 4-O-metilglucurénico, xyl: xilosa. 1:
acetilxilano esterasa, 2: a-arabinofuranosidasa, 3: endoxilanasa, 4: B-xilosidasa,
5: a-glucuronidasa.

La primer enzima en atacar el sustrato es la B-1,4-endoxilanasa. Esta
produce rupturas del enlace glicosidico al azar dentro de la cadena
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principal del xilano, causando una disminucion en el grado de
polimerizacion (ver figura 11). Producto de esta accion se liberan al medio
xilooligosacaridos, xilobiosa y xilosa. La B-xilosidasa, una exoenzima
ejerce su accion luego, usando como sustrato los xilooligsacaridos y la
xilobiosa y actuando a partir de los extremos no reductores de estas
moléculas previamente liberadas por la endo xilanasa. Asi, se obtiene
como producto la xilosa.

Sin embargo un sistema xilanolitico completo requiere también de las
enzimas que actuan sobre sus ramificaciones (Biely, 1993; Zabel y Morrel,
1992; Joseleau y Ruel, 1994).

1.7.5.- AMILASAS.

[.7.5.1.- COMPOSICION DEL SISTEMA ENZIMATICO.

Se conocen actualmente distintos tipos de amilasas que difieren entre
si segun el modo de accién (Robyt, 1984; Manjunath et al., 1983):

e o-amilasas (EC 3.2.1.1) = estas son endo enzimas que solo clivan
las uniones x-1,4; pasando por alto las uniones x-1,6.

e PB-amilasas ( EC 3.2.1.2) = estas son exo enzimas que clivan las
uniones o-1,4, pero se detienen ante una union o-1,6. Causa una
inversion de la configuracion, liberando B-maltosa.

¢ Amiloglucosidasa ( EC 3.2.1.3) = estas son exo enzimas que clivan
tanto uniones «-1,4; como x-1,6.

e «-glucosidasas ( EC 3.2.1.20) = esta enzima actua clivando tanto
enlaces o-1,4;, como «-1,6. Es una exoenzima que libera unidades de
glucosa de configuracion . No posee gran afinidad por los polisacaridos,
su principal sustrato es la maltosa y otros oligosacaridos.

e Enzimas desramificantes: clivan los enlaces o«-1,6 exclusivamente.

i.— isoamilasas; ii.—pululanasa | y iii.- pululanasa Il.

e Ciclodextrin glicosiltransferasa (EC 2.4.1.19) = esta enzima solo ha sido
encontrada en bacterias. Produce una serie de dextrinas ciclicas a partir
de los polisacaridos.

Las «-amilasas son las amilasas mas ampliamente distribuidas,
producidas por por una amplia variedad tanto de bacterias como de
hongos, animales y plantas. Las «-amilasas obtenidas principalmente de
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Aspergillus niger y A. oryzae se diferencian de las amilasas bacterianas

por ser termolabiles, poseer un pH 6ptimo mas acido y poseer un alto
poder sacarificante. Los productos de su hidrélisis son oligosacaridos de
diferente longitud, debido a su modo de accioén. Se trata de una endo -
enzima, que ataca los enlaces glucosidicos al azar y lejos de los extremos
de la molécula.

Esta enzima ha sido también aislada en hongos filamentosos como
Fusarium oxysporum, Mucor pusillus, Trichoderma viride y Humicola
insolens (Antranikian, 1992) .

Tabla 3: Produccion de o-amilasas por levaduras en medios
semisolidos (Linardi et al., 1990).

Cepa Actividad
o-amilasa (AE/ml)

Aureobasidium  pululans 100
Candida edax 8.4

C. fomata 162

C. parapsilopsis 4.9

C. silvicola 57

C. steolytica 9.5
Cryptoccocus sp. 3.8

Cr. luteolus 7.6
Debaryomyces vanrejii 6.7
Rhodotorula glutinis 3
Trichosporon terretre 2

En general las B-amilasas, son de origen vegetal y actuan como exo -
enzimas a partir del extremo no reductor de la molécula de almidén. Sus
productos de hidrdlisis son principalmente maltosas y dextrinas limites ya
que no pueden hidrolizar los enlaces «-1,6 presentes en el almidon.

En hongos las enzimas amiloliticas estan representadas por la o-
amilasa y la amiloglucosidasa mayoritariamente aunque recientemente se
ha citado la presencia de B-amilasas en el sobrenadante de cultivo de
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Syncephalastrum racemosum al hacerlo crecer en un medio con almidén

como unica fuente de carbono (Ray y Chakraverty, 1998).
Las amiloglucosidasas son también exo. - enzimas que liberan B-D-

glucopiranosas a partir del extremo no reductor de la molécula de almidén.
También han sido aisladas a partir de cultivos liquidos de A. niger y A.

oryzae (Takahashi et al., 1981). Son enzimas tipicamente producidas por

hongos, muy poco representadas entre los organismos procariotas.
Difieren de las PB-amilasas ya que no producen dextrinas limites y no
producen inversion anomérica. Catalizan la ruptura de enlaces tanto «-1,4
como o-1,6; aunque con diferente velocidad, siendo mayor su afinidad por
los enlaces o-1,4. Son las unicas capaces de degradar el almidén a sus
mondmeros constituyentes de glucosa.

Tabla 4: Producciéon de amiloglucosidasas en hongos.

| Organismo Temp. Optima de crec. (°C)
Levaduras
Candida tsukubaensis 29
Cephalosporium resinae 30
Endomycopsis fibuligera 32
Saccharomyces cereviceae 25
Schwanniomyces alluvius 30
Pichia polymorpha 28
Hongos filamentosos
Aspergillus awamori 30
{ A.candidus 28
A.niger 28
| A.oryzae 30
Aureobasidium pullulans 25
Humicola lanuginosa 37
Mucor rouxianus 30
| Penicillium oxanicum 30
| Rhizopus nodosus 28

f Trichoderma viride 29
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El estudio de cepas filamentosas amiloliticas con fines industriales
esta centrado en especies del género Aspergillus y Mucor principaimente,
aunque existen registros de numerosas cepas tanto de levaduras como de
hongos filamentosos (tabla 3 y 4).

1.7.5.2.- MODO DE ACCION.

Son varias las enzimas que degradan el almidén. Las amilasas se
dividen en dos grupos. Las endoenzimas: ax-amilasas y las exoenzimas: B-
amilasas y las glucoamilasas. En la figura 12 se muestra como el almidon
es degradado a glucosa y/o otros componentes por diferentes enzimas.

glicosil transferasa

~

ciclo dextrina

a-dextrina ? / glucoamilasaf

limitante B-amilasa a-glucosidasi igoamilasa\ PYUIamasal
0.2 / pululanasa\
| o 00 Qb(}b \ OO0 mahotriosa
glucoss maltosa
oo o %% QO maltosa
maltosa glucosa OO0 QCP |
oligosacaridos O glucoss

lineales

Figura 12: degradacion del almidén.

1.7.5.3.-GENES DE AMILASAS
La mayoria de los estudios genéticos de las o-amilasas se han

realizado en el género bacteriano Bacillus. Se ha clonado el gen (amyE) de
la x-amilasa de Bacillus subtilis. Este ha sido mapeado en el cromosoma y
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también se han transformado otras especies del mismo género con este
gen (Antranikian, 1992).

Otros tres genes (sacU, pap, amyB) estan también involucrados en la
produccion de «-amilasa en B. .subtilis. Organismos mutagenizados en

estos genes han aumentado su produccion enzimatica. También se han
mutagenizado cepas de Aspergillus niger lograndose cepas
sobreproductoras.

En el caso de la glucoamilasa, se sabe que el numero de genes que
codifican para esta enzima varia segun el organismo en cuestion. Se ha
logrado clonar y secuenciar un gen de Aspergillus awamori. Este G4nico gen
codifica para dos formas de esta enzima, corroborando la presencia de
isoenzimas en este sistema enzimatico (Antranikian, 1992). A. niger y
Rhizopus oryzae, también tienen un solo gen que codifica para esta

enzima.

1.8.— APLICACION DE LAS ENZIMAS FUNGICAS EXTRACELULARES.

Tanto en la industria agricola como en la quimica el interés por el uso
potencial de las enzimas fungicas degradativas es de interés a nivel
mundial. El objetivo principal es producir glucosa para alimentos, tanto
para animales como para el consumo humano, asi como para elaborar
otros productos derivados de ella.

La posibilidad de utilizar materiales celuldsicos a partir de deshechos
agricolas, urbanos, forestales e industriales de una manera efectiva y
eficiente sera posible solo a través de una optimizacion en la
caracterizacion, entendimiento y produccion de los sistemas enzimaticos
involucrados en su descomposicion.

La intensa investigacion actual sobre la produccién de enzimas
extracelulares que actuan sobre la biomasa promueve el desarrollo de
tecnologias basadas en la hidrélisis parcial o modificacion de los
biopolimeros. Hoy en dia no es econdmicamente posible utilizar
materiales lignoceluldsicos que enfrentan la competencia de otros
materiales. La produccion de alcohol a partir de celulosa no resulta
atractivo ya que la destilacion de un exceso de vinos para producir etanol
resulta mas econdmico que producir glucosa de esta manera.
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La hidrolisis enzimatica de materiales lignoceluldsicos para la
produccion de monosacaridos puede resultar econdmicamente posible a
nivel industrial, hoy en dia existen algunos casos especiales como lo es la
produccion de xilitol a partir del mondmero xilosa proveniente de
degradar el xilano en forma enzimatica.

Se pueden encontrar en el mercado varias preparaciones comerciales
de enzimas celuloliticas, hemiceluloliticas y amiloliticas. Estas
preparaciones contienen una mezcla de enzimas:

Tabla 5: Preparaciones enzimaticas comerciales.

Celuloliticas Celobiohidrolasa

Endo-1,4-B-glucanasa

‘ B-glucosidasa

Hemiceluloliticas Endo-1,4-B-xilanasa

B-xilosidasa

B-manosidasa

o-arbinosidasa

a-galactosidasa

a-glucuronidasa

Acetyl esterasa

Pectinoliticas Endopoligalacturonasa
Exopoligalacturonasa
Pectinesterasa
Pectinliasa
Ligninoliticas Oxidasas

Deshidrogenasas

Peroxidasas

Amiloliticas o-amilasa

B-amilasas

glucoamilasas

pululanasa |

pululanasa |l
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Algunas preparaciones enzimaticas comerciales incluyen mezclas de
varios de estos grupos enzimaticos.

La composicion de una preparacion enzimatica mixta se puede lograr
con la correcta eleccion del hongo en cuestion, asi como la correcta
eleccion del sustrato y condiciones de produccion. Si se desea una
preparacion de una unica especie enzimatica se debe recurrir a la
ingenieria genética o a métodos mas precisos de purificacion.

El organismo mas frecuentemente utilizado para producir celulasas es
Trichoderma reesei , aunque también se utilizan Talaromyces emersonii y

el hongo termofilo Thermoascus aurantiacus (Coughlan y Ljungdahl, 1988).

Al producir estas enzimas naturalmente, se obtiene una mezcla
enzimatica que no siempre es deseada. Si se utilizan en el biopulpado de
celulosa, se obtiene un producto de menor calidad por rupturas no
deseada de las fibras de celulosa. E! sinergismo excesivo de estas enzimas
puede prevenirse planificando sistemas de produccioén para enzimas
individuales. Estos preparados de enzimas individuales tendran su mayor
uso en la industria del papel.

Trichoderma reesei ha resultado también buen productor de enzimas
xilanoliticas. De las enzimas hemiceluloliticas, la B-xilosidasa, junto con
otras enzimas, es especialmente necesaria en la hidrélisis de liquidos
residuales de los biopulpados a monosacaridos (Poutanen y Puls, 1989).

La preparacion de mezclas enzimaticas xilanoliticas que no contengan
enzimas celuloliticas, es también de sumo interés, por ejemplo en la
industria papelera. Estas se pueden separar por ultrafiltrado, inactivacion
selectiva y/o tratamientos térmicos.

Dado que ya han sido clonados varios genes, la clonacion molecular y
la ingenieria genética parecen ser en el futuro cercano un método efectivo
para obtener preparaciones comerciales de enzimas xilanoliticas
completamente libres de actividad celulolitica.

En la industria papelera, la utilizacion de xilanasas en un tratamiento
anterior al blanqueado favorece la extraccion posterior de la lignina. Se
reduce un 25% la utilizacion de cloro activo, lo que se traduce en la
liberacion de 10 kg menos de dioxido de cloro por tonelada de pulpa
producida.
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Las amilasas son muy utilizadas industrialmente para producir

detergentes, asi como diferentes tipos de jarabes, como se puede ver en la
figura 13.

ALMIDON
Fig. 13: Bioconversion
Industrial del almidon.
d. amsasa
MALTODEXTRINAS
glucoamsdasa/
i pufulanasa
8 amdasa/ JARABE DE GLUCOSA

puluianasa
glucosa rsomerasa

y
JARABE DE MALTOSA

JARABE DE FRUCTOSA

Otra utilizacion de las levaduras amiloliticas es la posibilidad de
aprovechar desechos de bajo contenido proteico. Al ser utilizado como
sustrato de estas levaduras, se producen un material enriquecido en

proteinas que es utilizado como alimento para animales (Linardi et al.,
1990).
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La produccion de etanol a partir de desechos provenientes de
almidon, ya esta siendo aprovechada. Se produce asi no solo combustible,
sino etanol para la produccion de diferentes tipos de bebidas de bajo
contenido alcohdlico. Esta linea de investigacion incluye la construccion de
cepas recombinantes de levaduras amiloliticas (Antranikian, 1992).

Un enfoque novedoso es la transformacion de levaduras. Se logré
producir en Saccharomyces cereviceae, celulasas de T. reese/ (Salohemio et

al., 1997) y de Aspergillus (Murai et al., 1997). Estas cepas servirian para

lograr ciertos procesos de bioconversion en un solo paso (Van Rensburg et
al., 1998). Se usan exitosamente en la vinificacion dando un producto con
mejor aroma gracias a la acciéon de las enzimas sobre el mosto de la uva.

Recientemente, también se han logrado transformar cepas de
Saccharomyces cereviceae, Schizosaccharomyces pombe y de la bacteria E.

coli con el gen que codifica para una celulasa (EG.Ill) de bajo peso
molecular de Trichoderma reesei QM94]4 (Okada et al., 1998). Esta

enzima heterdloga ya ha sido sintetizada e incluso caracterizada.
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M.1. ORGANISMO

M.1.1- ORIGEN

Este trabajo se realizo con la cepa monosporica de Ascobolus ga-

mundii aislado originalmente de estiércol de vaca, BAFC 2719.

Ascobolus gamundii (Dokmetzian, Ranalli)

Familia. :Ascobolaceae
Orden: Pezizales

Subclase: Ascomycotina.
Division: Amastigomyéotina.

Reino: Fungi.

M.1.2.- MANTENIMIENTO Y OBTENCION DEL INOCULO

La cepa de Ascobolus gamundii fue mantenida en tubos de en-

sayo en pico de flauta conteniendo medio PF a 5 °C, luego de crecer

durante 10 dias a 23 °C; repicandose periddicamente.

Al cabo de dos afios de uso y repiques continuos, se revigorizé la
cepa aislada originalmente, ya que ha sido descrito un lento decaimiento
fungico a través del tiempo al crecer en medios sintéticos y con los su-
cesivos repiques (Forchiassin y Diorio, 1994). Para ello se cultivo la cepa
en estiércol, a fin de obtener nuevas cepas monosporicas. Dado el ca-

racter heterosporico de Ascobolus gamundii, y para garantizar una

homogeneidad en el trabajo, se procedid a seleccionar de las nuevas ce-
pas, aquellas que tenian la misma compatibilidad sexual que la utilizada
hasta entonces. Este recaudo fue tomado ya que se han citado diferen-

cias de comportamiento fisioldgico entre cepas de diferente compatibili-



dad sexual en Ascobolus biguttulatus (Pardo y Forchiassin, 1993). Las

cepas vigorizadas se pasaron nuevamente a tubos de ensayo contenien-
do medio PF en pico de flauta y se mantuvieron a 5 °C como ha sido

previamente descrito.

Para obtener el in6culo se procedid a repicar el organismo a partir
de los cultivos guardados en pico de flauta a cajas de Petri conteniendo
medio AA. Se incubaron 7 dias a 23 °C y luego se utilizaron tacos de
agar cortados del borde de la colonia como indculos de las diferentes

experiencias.

M.2- MEDIOS DE CULTIVO

M.2.1.- MEDIOS SOLIDOS.
M.2.1.1.- MEDIO PF. Extracto de levadura 3 g/l
Agar 20 g/l

Se coloca una tira de papel de filtro en cada tubo

de ensayo.
M.2.1.2- MEDIO AA: Agar 20g
Agua bidestilada hasta 1000 ml

M.2.2.- MEDIOS LIQUIDOS

M.2.2.1.- MEDIO BASAL (MB): Asparagina 4g
SO4 Mg .7H20 0.5g
PO4H2K 0.5¢
PO4HK; 0.6 g.

SO4Cu.5H20 0.4 mq.
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Cl2Mn.4H;0 0.09 mg
BOs3H3 0.07 mg
MoO:Na.2H;0 0.02 mg
ClsFe 1 mg
Cl2Zn 10 mg
Biotina 5ug

Tiamina 100 ug

Fuente de carbono variable : 10 g/I

Agua bidestilada: hasta 1000 ml

M.2.2.2.- MEDIOS PARA EVALUAR LA FUENTE DE CARBONO EN LA
PRODUCCION DE ENZIMAS:

# Se utilizé el medio basal, alternando las siguientes fuentes de car-

bono:
glucosa 10 g/l
CMC 10 g/
maltosa 10 g/!
celobiosa 10 g/I
lactosa 10 g/l
xilano 10 g/I
almidon 10 g/l

celulosa cristalina 10 g/I

Celulosa cristalina 5 g/l, junto con xilano 5 g/I



M.2.2.3.- MEDIOS PARA EVALUAR LA FUENTE DE NITROGENO EN LA
PRODUCCION DE ENZIMAS:

Se utilizé el medio basal, con celulosa cristalina como fuente de
carbono, alternando las siguientes fuentes de nitrogeno, de manera de

obtener en todos los casos una concentracion final de 0.75 g de nitro-

geno/l:

Nitrato de amonio 2.14 g/l
Fosfato de amonio 3.48 g/I
Sulfato de amonio 3.53 g/l
Tartrato de amonio 4.93 g/l
Clutamina 3.92 g/l
Casaminoacidos 7.5 g/l
Fenilalanina 8.93 g/l
Asparagina 4 g/l

M.2.2.4.-MEDIOS PARA EVALUAR EL EFECTO DE SURFACTANTES EN
LA PRODUCCION ENZIMATICA:

Se utilizo el medio basal, con celulosa cristalina como fuente de
carbono y asparagina como fuente de nitrogeno. Se agregaron dos sur-

factantes al medio de cultivo:

i) Tween 80: se agrego por separado a cada Erlenmeyer en concentra-
ciones variables (entre 25 y 400 ul, dependiendo de la concentracion

final requerida ).

ii) Carbopol: se agregé por separado en cada Erlenmeyer en una con-

centracion final de 0.1%.



Materiales y metodos 44

M.2.2.5.- MEDIOS PARA EVALUAR LA INDUCCION DE ENZIMAS EX-
TRACELULARES:

# MEDIO DE REEMPLAZO:

504Mg.7H,0 0.25 g/!
PO4H.K 0.25 g/I
POsHK: 0.3 g/l

Inductor: se agregaron los siguientes inductores al medio en las con-

centraciones indicadas en el texto (entre 0.1 %y 1 % ):
celulosa cristalina
carboximetilcelulosa
xilano
almidon
celobiosa
maltosa
xilosa
lactosa
fructosa

sorbitol
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M.3- PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

En los casos en que se utilizaron polisacaridos insolubies, estos
fueron pesados poi sepaiado en cada Erlenmeyei. Los suifactaantes
fueron agregados como soluciones a cada Erlenmeyer para evitar ia

formacion de espuma excesiva.

Todos los medios fueron autoclavados a 121 °C, 1.2 atm. por 20

minutos.

Todas las drogas utilizadas fueron de grado analitico.

M.4- CONDICIONES DE CULTIVO.

Los cultivos iiquidos se ilevaron a cabo en Erienmeyers de 125 mi.

conteniendo 50 ml. de medio e inoculados con un taco de 0.5 cm de ia-

do tomados de el borde de una colonia de A. gamundii creciendo en

agar-agua por 7 dias. La masa iniciai de micelio, asi como ia cantidad de
sustrato presente en el taco, que se incorporaron a los cultivos se con-
sidera despieciable en un estudio de cinética de creciniiento.

Los Erienmeyers fueron incubados en una camara New Brunswick
Psicrotherm G - 27 a una temperatura constante de 23 +. 0.25 ‘C y en
agitacion continua a 125 r. p. m. La iluminacion fue constante, provista
por un panei de tubos fluorescentes Philips Luz Dia de 20 Watt, con una

luminancia total de 4700 iux medida en ia base de ia platina de soporte.



M.5- METODOS ANALITICOS.

M.5.1 - COSECHA DEL MICELIO.

. La cosecha se realizo por filtracion en embudo Buchner de 7 cm
de diametro a presion reducida, sobre discos de papel de filtro What-
man GP o Schleicher & Schull # 595. El micelio junto con los sélidos
de cultivos (en el caso de cultivos con polimeros insolubles, estos que-
dan retenidos junto con el micelio al cosecharse por filtracion ) fueron
lavados con agua bidestilada y llevados a estufa de 70 °C durante 18
horas, pesados, molidos y guardados a -20 °C hasta ser utilizados. El
sobrenadante de cultivo se fracciond en tubos Polistor, se rotularon y

también se guardaron a - 20 °C.

En los casos de las curvas de crecimiento las cosechas se realizaron
a intervalos de tiempo pre establecidos. En el resto de los casos se co-
secho al dia de mayor actividad enzimatica, este dato fue obtenido para
cada enzima a partir de las curvas de crecimiento y de producciéon enzi-

matica.

M.5.2 - ESTIMACION DEL CRECIMIENTO
M.5.2.1. - PESO SECO DEL MICELIO.

En los casos en que se utilizaron medios de cultivo con fuentes de

carbono solubles, la estimacion dei crecimiento se realizo utilizando la

medida de peso seco. Este dato se obtuvo, luego de pesar el micelio re-
tenido en el papel de filtro, previamente lavado y secado hasta peso
constante. Los resultados se expresaron como mg de micelio / ml de

medio de cultivo.
M.5.2.2. - PROTEINAS TOTALES DE MICELIO

En los casos en que se utilizaron medios de cultivo conteniendo

fuentes de carbono insolubles o en suspension, es imposible separar el
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micelio para dosar ei crecimiento por la determinacion del peso seco,
por lo tanto se estimo ei crecimiento indirectamente dosando las protei-

nas totales de micelio.

Se tomaron 50 mg de los séiidos de cultivo secos, se molieron en
un mortero de porceiana y se realizé una hidrélisis alcalina con 1 ml de
NaOH 1 N durante 30 minutos a 100 °C. Las muestras se centrifugaron
20 minutos a 1000 x g. Se descartd el precipitado y se dosaron las pro-

teinas en el sobrenadante segun el método de Bradford (1976 ).

Se realizé una curva patrén utilizando BSA 1 mg/ml en NaOH 1 N
como estandar. Los resuitados se expresaron como ug de proteina / ml.

de medio de cultivo.

M.S.3. - VALORACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
( ENSAYOS ESTANDAR)
Se utilizoé siempre el sobrenadante de cultivo (crudo enzimatico)

como fuente enzimatica.

M.5.3.1.- SISTEMA CELULOLITICO.

M.5.3.1.i.-Actividad endo-B-D-1,4-glucanasa ( E.C. 3.2.1.4 ) -

Se incub6 0.1 ml de sobrenadante de cultivo con 0.4 ml de CMC
0.5% en buffer Acetato de sodio 0.1 M (pH = 4.8) durante 1 hora a 50 °C
y se determinaron aztcares reductores por el método de Somogyi
(1952)- Nelson (1944).

Se leyd la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro Spectro-
nical (Milton Roy Co.) y esta fue transformada, luego de la sustraccion

del blanco de sustrato y de sobrenadante, a pg equivaientes de glucosa
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liberados, utilizando una curva patron con glucosa 1 mg;ml en el mismo

buffer de reaccidon como estandar.

Unidad de actividad enzimatica (UE) : se define como una unidad en-
zimatica, a la cantidad de enzima necesaria para liberar, en las condicio-
nes del ensayo, 1 nmol de azucar reductor por minuto, expresado como

equivalente de glucosa por ml de cultivo.

M.5.3.1.ii. - Actividad exo-B-D-1,4-glucanasa ( E.C. 3.2.1.91 )

Se incubd 0.1 ml de sobrenadante de cultivo con 0.4 ml de celu-
losa cristalina 1% en buffer Acetato de sodio 0.1 M (pH = 4.8 ) durante
1 hora a 50 °C en un bafo con agitacion continua. Se determinaron
azucares reductores por el método de Somogyi ( 1952 )- Nelson (1944).
La absorbancia resultante fue transformada en pg equivaientes de glu-
cosa con la misma metodoiogia utilizada para la endo-p-D-1,4-
glucanasa (pto. 5.3.1.i.), definiéndose también de la misma manera una

unidad enzimatica ( UE).

M.5.3.1.iii. - Actividad B-glucosidasa ( E.C. 3.2.1.21 )

Se incubdé 0.1 ml de sobrenadante de cultivo con 0.9 ml de p-
nitrofenil-B-D-1,4-glucopirandsido (0.2 mg / ml, en buffer Acetato de
sodio 0.1 M pH = 4.8 ) durante 1 hora a 50 °C. La reaccion se pard
agregando 2 ml de buffer Clark - Lubs 25 mM ( pH = 9.8 ) y la absor-
bancia se leyé a 445 nm contra el blanco de sustrato. La absorbancia
obtenida se transformoé a pg de p-nitrofenol liberados utilizando una
curva patron de p-nitrofenol 1 mg / ml en el mismo buffer de la reac-

cion como estandar.

Unidad de actividad enzimatica ( UE ): se define como una unidad en-

zimatica, a la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 nmol de p-
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nitrofenol por minuto, en las condiciones del ensayo, por ml de medio

de cultivo.

Nota: Estos ensayos son adaptaciones de trabajos de determinacion de
enzimas celuloliticas (Wood, 1971, Mandels et al, 1976, Wood y Mahalin-

geshwara Bhat, 1988 ; Sharrock, 1988 ).

M.5.3.2.- SISTEMA XILANOLITICO

M.5.3.2.i.- Actividad endo-xilanasa ( E.C. 3.2.1.8 )

Se incub6é 0.1 ml de sobrenadante con 0.4 ml de xilano 0.2% en
buffer Acetato de sodio 0.1 M ( pH = 5) durante 30 minutos a 50 °C y se
determinaron azucares reductores por el método de Somogyi - Nelson.
La absorbancia obtenida fue transformada a ug equivalentes de glucosa,
luego de restarle los blancos adecuados, utilizando la misma metodolo-
gia que la aplicada a la endo-B-D-1,4-glucanasa ( pto. 5.3.1.i. ). Para
determinar una unidad enzimaticxa ( UE ) se siguid también el mismo

criterio usado con la enzima antes mencionada.

M.5.3.2.ii.- Actividad B-xilosidasa ( E.C. 3.2.1.37 )

Se incubo 0.1 ml de sobrenadante de cultivo con 0.4 ml de p-
nitrofenil B-D-1,4-xilopirandsido (0.1 % en buffer Acetato de sodio 0.1
M pH = 5) durante una hora a 50 °C. La reaccion se paro agregando 2 ml
de buffer Clark - Lubs ( pH = 9.8 ) y se leyo la absorbancia a 445 nm. Se
utilizé la misma metodologia que en el caso de la B-glucosidasa ( pto.

5.3.1.iii.), definiéndose de la misma manera una unidad enzimatica (UE).
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M.5.3.3.- SISTEMA AMILOLITICO

M.5.3.3.i.- Actividad del complejo amilasa.

Para medir la actividad amilolitica en general, se incubd 0.1 ml del
sobrenadante de cultivo con 0.4 ml de almidon soluble 2% en buffer
Acetato de sodio 0.1 M ( pH = S) durante 30 minutos a 50 °C. Se midie-
ron azucares reductores por el método de Somogyi - Nelson y la absor-
bancia fue transformada de la misma manera que en el caso de la endo-
B-D-1,4-glucanasa ( pto. 5.3.1.i. ), definiéndose de la misma manera

una unidad enzimatica (UE ) .

M.5.3.3.ii.- Actividad a-amilasa (E C 3.2.1.17).

Se incub6 0.05 ml del sobrenadante de cultivo con 1 ml de almidén
soluble 0.1 % en buffer Acetato de sodio 0.1 M (pH = 5 ) durante 7 mi-
nutos a 50 °C. La reaccion se par6 agregando 1 ml de iodo 5 % ( en HCI
0.02 M). Se agité cada muestra por inversion y se agregaron ocho mi de

agua destilada a cada una. Se leyo la absorbancia resultante a 640 nm.

Unidad de actividad enzimatica : se define como una unidad enzima-
tica, a la cantidad de enzima contenida en 100 ml de muestra que puede
hidrolizar 10 mg de almidon en 30 minutos en las condiciones de la

reaccion.

M.S.3.3.iii.- Actividad glucoamilasa (E C 3.2.1.3).

Se incubd 0.1 ml de sobrenadante con 0.5 ml de almiddon soluble
0.5% en buffer Acetato de sodio 0.1 M ( pH = 5 ) durante 10 minutos a

50 °C. La reaccion se pard hirviendo las muestras por 3 minutos. Final-
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mente se mide la liberacion de glucosa dosandola por el método de

glucosa oxidasa ( ver pto. 5.6.9).

Unidad enzimatica ( UE ) : se define como una unidad enzimatica, a la
cantidad de enzima necesaria para liberar 1 ug de glucosa por minuto

por mililitro de medio de cultivo en las condiciones de la reaccion.

M.5.4 - VALORACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN PLACA.

M.5.4.1. - SISTEMA CELULOLITICO

Se utilizé el método de Magnelli et al. (1997) especialmente en los
casos en que, debido.a la composicion del medio de cultivo, el método
estandar de Somogyi (1952) - Nelson (1944), resultaba ineficiente, da-
das las interferencias producidas por los extremos reductores de disa-

caridos y monosacaridos presentes.

Se prepararon cajas de Petri estériles con 25 ml de un medio base
(AA 2 %), sobre el cual se agregaron 20 ml del medio reactivo (CMC 0.5
%, agar 1.7 %). Con un sacabocado de 0.5 cm de diametro se perford la
capa superior, dejando pocillos de igual volumen. En cada pocillo se

pusieron 50 pl de sobrenadante de cultivo y se incub6 5 horas a 50 °C. A

las 5 horas se sacaron las cajas de la estufa y se inundaron con Rojo-
Congo 0.1 % (acuoso) durante 20 minutos. Se volco el colorante y se
lavo el exceso con NaCl 1N. La actividad enzimatica se visualiza como
un halo de hidrolisis incoloro sobre un fondo rojo uniforme. Se midié
finalmente el halo producido alrededor de cada pocillo y se calculé el

area de cada halo como medida de la actividad enzimatica en cada caso.

M.5.4.2.- SISTEMA XILANOLITICO.

Se utilizé el mismo método que el utilizado para las celulasas, excep-

tuando el mdio reactivo que en este caso fue de xilano 0.5%.
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M.5.4.2. - SISTEMA AMILOLITICO.

Este método, se utilizé en los mismos casos que el descripto ante-
riormente, cuando las interferencias del medio con el método de Somo-

gyi (1952)- Nelson (1944) asi lo requirieron.

Se prepararon cajas de Petri estériles con 25 ml del medio base (AA
2 %) y se les agrego 20 ml del medio reactivo (almidon soluble 0.1 % ,
agar 1.7 %) y se perforaron al igual que en el caso anterior con el mismo
sacabocado, obteniéndose, de la misma manera pocillos de igual volu-
men. Cada pocillo se llené con 50 ul de sobrenadante de cultivo y se
dejé incubando por 5 horas a 50 °C. Al cabo de 5 horas las cajas se re-
tiraron de la estufa y se inundaron con una solucién de iodo 5 % en HCI
0.02 M durante 15 minutos. Se descarto el iodo y se visualizaron los
halos de degradacion incoloros sobre un fondo azul - celeste uniforme.
Al igual que en el caso anterior, se midi6 el halo producido y se calculé

el area como medida de la actividad enzimatica en cada caso.
M.5.5 CONCENTRACION DE PROTEINAS Y ENZIMAS.

Para los casos en que se necesitd una mayor concentracion de
proteinas o actividad enzimatica que la obtenida directamente del so-
brenadante en la cosecha, se decidid rotavaporizar las muestras ya que

la actividad enzimatica no era afectada con este tratamiento.

M.5.6. - REACTIVOS UTILIZADOS.

M.5.6.1.- Reactivo para el dosaje de azicares reductores :
( Somogyi, 1952; Nelson, 1944)

REACTIVO DE SOMOGY!I

solucion |

COsNa; 24 9

Tartrato de sodio y potasio 129
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Agua bidestiladfa hasta 250 ml

Solucion
SO4Cu.5H;0 49

Agua bidestilada hasta 40 ml

solucion IlI

SOsNa; 180 g

Agua bidestilada hasta 500 ml.

El reactivo debe hervirse para expulsar el aire.
PREPARACION:

A) Agregar el reactivo i al | agitando.

B) Sobre la solucion | + ll afadir lentamente 16 g. de COs3HNa.

C) Una vez enfriado se afade la solucion il y se completa el volumen a
1000 ml con agua bidestilada. S guarda en botella color caramelo en

oscuridad.

REACTIVO DE NELSON.

solucion |

M07024(NH4)6.4H.,0 25g

Agua bidestilada hasta 450 mi.

Anadir 21 ml de SOsH; concentrado, agitando.
solucion I

AsO4 HNa; 3g
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Agua bidestilada hasta 25 mi.

PREPARACION:

Se mezclan las soluciones L.y |l y se guarda en botella color cara-
melo en oscuridad. El reactivo debe dejarse reposar por lo menos 48

horas antes de usarse.

PROTOCOLO

A 0.5 ml de la mezcla de reaccion se agregan 0.5 ml de reactivo de
Somogyi y se calientan los tubos a 100 °C por 15 minutos. Luego de de-
jar enfriar se anaden 0.5 ml de reactivo de Nelson. se agitan los tubos y
finalmente se les anade 6 ml de agua bidestilada. Se agitan los tubos por
inversion si es necesario, se centrifugan 10 minutos a 1000 x g y se
descarta el precipitado. Finalmente se lee la absorbancia del sobrena-

dante a 540 nm.

M.5.6.2.- REACTIVO PARA EL DOSAJE DE GLUCOSA.

(GLUCOSA OXIDASA)

REACTIVO

Glucosa oxidasa 30 mg

Peroxidasa 3 mg
O-dianisidina 10 mg
Buffer Tri-HCl-glicerol (pH = 7)) 100 ml

Buffer Tris-HCl-glicerol:

Disolver 12.25 g. de Tris en 21.2 ml deHCI 5 N. Diluir a 250 ml con agua
bidestilada y afadir 165 ml de glicerol. Ajustar el pH a 7 con HCI 5 N.
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M.6.- FRACCIONAMIENTO CELULAR.

Luego de cosechar los cultivos el dia de maxima actividad enzima-
'tica.. se filtré y se separé el sobrenadante de cultivo ( fracciéon | ). El mi-
celio fue resuspendido en 40 ml de buffer Acetato de sodio 0.1 M ( pH =
4.8 ) y molido con un Omni 5000 en tres intervalos de 3 minutos cada
uno en un bano de hielo para evitar el recalentamiento. Luego se cen-
trifugaron las muestras a 1000 x g durante 20 minutos, dos veces. El
pellet resultante se separd y constituyo la fraccion de restos de mem-
branas y paredes (fraccion Il ) y el sobrenadante, correspondioé al citosol

celular (fraccion I ).

La fraccion | se guardo tal cual en freezer a -20 °C hasta ser pro-

cesada.

Del pellet correspondiente a la fraccion Il, se resuspendieron 0.2 g
(equivalentes a 0.1 g de peso seco ) en 3 ml de buffer Acetato de sodio
0.1 M (pH = 4.8 )y se agitd en vortex por 5 minutos. Esta suspension

fue utilizada luego como fuente enzimatica.

La fraccion Il correspondiente al citosol celular, fue dializada du-
rante una noche contra buffer Acetato de sodio 0.1 M ( pH = 4.8 ) y fue

luego utilizada también como fuente enzimatica.

M.7.- CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LOS COMPLEJOS ENZIMA-
TICOS.

Se trabajo con los sobrenadantes de cultivo filtrados, liofilizados y
guardados a -20 °C, de manera de incluir el menor volumen posible en

las reacciones.
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M.7.1.- pH OPTIMO

El pH 6ptimo se determind. incubando las diferentes enzimas con
sus correspondientes sustratos en buffer citrato fosfato borato 50 mM
en un rango de pH entre 3 y 10 unidades. Para obtener las diferentes
soluciones de los sustratos a los diferentes pH se disolvieron los sus-
tratos en agua bidestilada al doble de la concentracion del ensayo, de
manera de poner la mitad del volumen necesario para cada reaccion,
completando el volumen con el buffer a los distintos pH al doble de la
molaridad deseada. La valoracion enzimatica se realizé como se indica

en el punto 5.3. de esta seccion.

M.7.2.- TEMPERARTURA OPTIMA

La temperatura optima se determino incubando las enzimas a estu-
diar con el sustrato correspondiente, disuelto en buffer Acetato de sodio
0.1 M (pH = 4.8) al pH optimo de cada enzima. Las reacciones se incu-
baron en un rango de temperaturas entre 15 °C y 70 °C. La valoracién

enzimatica se realizé como se indica en el punto 5.3. de esta seccion.

M.7.3.- TERMOESTABILIDAD.

bl

La estabilidad térmica de las diferentes enzimas se determind pre-
incubando dichas enzimas en buffer Acetato de sodio 0.1 M (pH = 4.8)
al pH 6ptimo de cada enzima en un rango de temperaturas entre 25 °C y
70 °C hasta las 72 horas. Al cabo de los distintos periodos de tiempo se
valoraron las actividades enzimaticas segun se indica en el punto 5.3. de

esta seccion.
M.7.4.- CONSTANTE DE MICHAELIS - MENTEN y VMAX.

Para determinar la constante de Michaelis - Menten (Km) y la V
max, se siguio el método grafico de Lineweaver - Burk. Se incubaron

diferentes concentraciones de los sustratos correspondientes a las en-
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zimas a estudiar, disueltos en buffer Acetato de sodio 0.1 M (pH = 4.8)
con los sobrenadantes correspondientes y se valord la actividad enzi-
matica pertinente en cada caso segun se indica en el punto 5.3. de esta

seccion.

M.7.5.- EFECTO DE IONES METALICOS Y EDTA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA.

Se estudid el efecto de cationes sobre las diferentes actividades
enzimaticas, a una concentracion final en el ensayo de 10 mM de la sal

correspondiente al igual que con el agente quelante EDTA.

Los cationes se incorporaron a la mezcla de reaccion en forma de sales

segun la siguiente lista:
Cl2Mn.4H0
SOsMg.7H.0

Cl:Ca

Cl2Zn

La mezcla de reaccion se preparé disolviendo los sustratos corres-
pondientes en buffer Acetato de sodio 0.1 M (pH = 4.8) al doble de
concentracién a utilizar y luego se completo el volumen de reccion con
las soluciones de las diferentes sales disueltas en el mismo buffer tam-

bién al doble de la concentracion final a utilizar.

M.8.- ESTUDIOS DE INDUCCION ENZIMATICA.

Para los estudios de induccion enzimatica, se inocularon Erlenme-
yers de 125 ml conteniendo 50 mi del medio basl (MB) con glucosa co-
mo fuente de carbono, para obtener un buen crecimiento fungico. Al
cabo de 10 dias de incubacion a 23 °C con agitacion continua, cuando la

glucosa habia sido completamente consumida se filtr6 el cuitivo en for-
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ma estéril. El micelio fue lavado con agua estéril tres veces y pasado es-
térilmente a otro Erlenmeyer de 125 ml conteniendo 50 ml del medio

inductor correspondiente (ver punto 2.2.5.).

Se varid, tanto el-inductor, como su concentracion en cada caso y
se procedio a valorar las actividades enzimaticas a las 4, 8, 12, 24,48 y
72 horas por el método en placa segun se explica en el punto 5.4.1 y

5.4.2. de esta seccion.

M.9. ESTUDIOS DE REPRESION ENZIMATICA.
M.9.1.- ENSAYOS DE ADICION AL MEDIO.

Se inocularon Erlenmeyers de 125 ml con 50 ml de medio base (MB)
que contenian como fuente de carbono celulosa cristalina, xilano o al-
midon segun la enzima a estudiar. Al cabo de 10 dias de incubacion a
23 °C con agitacion continua, en plena etapa de crecimiento activo y
cuando las enzimas extracelulres se estan sintetizando y liberando al
medio se agrego a los Erlenmeyers en forma estéril diferentes sustancias
como posibles inhibidores. Se valoraron diferentes actividades enzima-
ticas antes de agregar los inhibidores (dias 8 y 10) y después de agre-
garlos (dias 12,14,17,21) como se indica en el punto 5.3. de esta sec-

cion.

M.10.- TECNICAS ELECTROFORETICAS.

ELECTROFORESIS.

Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida en placas
verticales con geles de 1mm de espesor. Las corridas se realizaron en

condiciones desnaturalizantes.
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M.10.1.- PREPARACION DE LOS GELES.

Cada gel estaba constituido por dos partes, el gel empaquetador (

poro grueso ) en la parte superior, y el gel separador ( poro fino ) en el

resto de la placa.

Gel empaquetador:

solucion |
-acrilamida 10g
-bisacrilamida 2.5g

- Agua hasta 100 mi

Preparacion del gel.
Agua

Solucion |

Solucién |

SDS (10%)

Temed

Persulfato de amonio (10 %)

solucion I
~Tris 5.98¢

-HCI 1 N 8 mi
(para ajustar el pH a 6.8)

-Agua hasta 100 ml

2.2 ml

1.5ml

1.2 mi
S ul ( cuando se indica)
15 ul

50 ul
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Gel separador

solucion | solucion Il
-acrilamida 309 -Tris 36.8g
-bisacrilamida 0.8g ~-HCIT N 48 ml

(para ajustar el pH a 8.8)
-Agua hasta 100 ml

-Agua hasta 100 ml
Preparacion del gel

Para preparar el gel separador, se utilizd la siguiente tabla, segun el

poro de gel deseado:

5% 8 % 10%
Agua (ml) 19.45 16.45 14.45
Solucén | (ml) 5 8 10
Solucién Il (ml) 3.75 3.75 3.75
Temed (ul) 15 15 15
SDS 10% (ml) 0.3 0.3 0.3
Persulfato de NHa4 1.5% (ml) 1.5 1.5 1.5

M.10.2.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Para las corridas electroforéticas se utilizaron los sobrenadantes de

mayor actividad enzimatica. Los sobrenadantes fueron concentrados por

liofilizado. Luego se ajusto la cantidad de muestra a sembrar para poner
40 ug. de proteinas o 4 UE en cada calle del gel. Dado que las cantida-
des de muestra para detectar proteinas o actividad enzimatica no coin-

cidian las muestras se prepararon por separado. En cada caso las
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muestras se mezclaron en una relacion 1:1 con el buffer de muestra que

marcaba el frente de la corrida.

M.10.3.- TINCION DE PROTEINAS.
La tincion de proteinas se llevo a cabo con Coomasie R - 250.

Una vez concluida la corrida electroforética se procedio a la fijacion
de las proteinas introduciendo el gel en una solucion fijadora que conte-
nia metanol 40 % y Acido acético glacial 10 % durante 20 horas. Luego
se pasa el gel a un bafio con la solucion del colorante durante otras 20
horas y posteriormente se decolora durante un dia en una soluciéon que
contiene metanol 20 % y Acido acético glacial 5 %. Para guardar el gel se

lo deja en una solucion de acido acético glacial 7 %.

Junto con las muestras se sembraron proteinas marcadores de peso
molecular conocido: AC- anhidrasa carbonica- (29 000), ovoalbumina
(45 000), BSA-albamina sérica bovina- (66 000) y ureasa (110 000).

M.10.4.- DETECCION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN EL GEL.
M.10.4.1.- COMPLEJO CELULOLITICO
M.10.4.1.1.- Actividad endo-B -D-1,4-gludanasa.

Se siembra una muestra del sobrenadante crecido en celulosa cris-
talina y preparada segun se indica en el punto 10.1.2. en un gel de poro
8 % con SDS. Luego de la corrida electroforética, se lava el gel en una
solucién de acido citrico 12.3 mM y fosfato de sodio 50 mM para quitar
el SDS del gel.

Luego se lo coloca sobre una capa (overlay) (agar 2 %, CMC 0.1 %)
de 8 mm de espesor, asegurandose de que no quedan burbujas de aire
entre el gel y el overlay. Para ello se.pasa sobre ambos un tubo de he-

molisis limpio a modo de rodillo. Se cubre el sandwich con parafilm y se
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deja incubando una hora a 50 °C. Para revelar las bandas de actividad se
sumerge el overlay en una solucion de Rojo Congo 0.1 % durante 20 mi-
nutos. Pasado este tiempo se lava con una solucion de NaCl 1 N. Las
bandas de actividad enzimatica se visualizan como bandas claras (debi-
do a la digestion de la celulosa que estaba en el overlay) sobre un fondo

rojo uniforme.

M.10.4.1.2.- Actividad B-glucosidasa.

Se siembra una muestra del sobrenadante crecido en celulosa cris-
talina’ y preparado segun se indica en el punto 10.1.2. en un gel de poro
6 % con SDS. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se lava con una
solucion de acido citrico 12.3 mM y fosfato de sodio 50 mM para quitar
el exceso de SDS. Luego se sumerge un una solucion de p- nitrofenil-p-
D-glucopiranésido 20 mM en buffer acetato de sodio 0.1M pH = 5y se
deja incubando a 50 °C. A los 50 minutos, se saca de este bafo y se
pasa a otro conteniendo buffer Clark - Lubs pH = 9.8. Las bandas de
actividad enzimatica se visualizan como bandas amarillo fuerte sobre un

fondo transparente.

M.10.4.2.- «-AMILASA.

Se siembra una muestra del sobrenadante crecido en almidén y
preparada segun se indica en el punto 10.1.2. en un gel de poro 5% sin
SDS. Luego de finalizada la corrida, se sumerge el gel en una soluciéon de
almidon soluble 1 % en el buffer Acetato de sodio 0.1 M pH = 5 durante
20 minutos a temperatura ambiente. Luego se saca el gel y se tifie con
una solucién de iodo 5 % en HCI| 0.02 M. Las bandas de actividad enzi-
maticas se visualizan como bandas incoloras (debido a la digestion del

almidon) sobre un fondo azul oscuro.
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M.10.4.3.- ENDO-XILANASA.

Se siembra una muestra del sobrenadante crecido en xilano y pre-
parada segun se indica en el punto 10.1.2. en un gel de poro 5 % con
SDS. Luego de la corrida electroforética, se lava el SDS en un buffer de
acido citrico 12.3 mM y fosfato de sodio 50 mM y se coloca el gel sobre
un overlay (20 ml agar 3 %, RBB-xilano 150 mg en 10 ml de agua desti-
lada) de 8 mm de espesor. Para asegurarse de que no queden burbujas
de aire entre el gel y el overlay se pasa un tubo limpio de hemdlisis a
modo de rodillo. Se deja incubando a 50 °C hasta que las primeras zo-
nas de actividad enzimatica se visualicen contra luz blanca. Se saca el
overlay y se puede o no dejar incubar solo un tiempo mas en camara
humeda. Luego se lo sumerge en una solucion de etanol : buffer acetato
de sodio 0.1 M pH = 5.4 en una relacion 2 : 1 (v/v) para decolorar las

zonas digeridas durante 15 horas.

Los zimogramas pueden secarse o guardarse en una solucion de

glicerol 5 %.

M.11.- ABREVIATURAS

AA: agar - agua

cc : celulosa cristalina.

cmc : carboximetil celulosa.
cc/x : celulosa cristalina y xilano
CP : carbopol

edta : tetra acetato de etilendiamina.



Materiaies y metodos o4

Fuentes nitrogenadas: SA- sulfato de amonio
NA- nitrato de amonio
TA- tartrato de amonio
FA- fosfato de amonio
GT- glutamina
FN- fenilalanina
CA- casaminoacidos
AS- asparagina

RBB - xilano: Remazol Brilliant Blue R - D - xilano.

sds : dodecil sulfato sédico.

T : tween 80

temed : N, N, N’, N’ tetrametil etilen diamina.

tris : 2 - amino -2 ( hidroximetil ) - 1,3 - propanodiol.

M.12.- DROGAS Y ANALISIS DE LOS DATOS.
Todas las drogas utilizadas fueron de grado analitico.

Los resultados presentados se obtuvieron al promediar tres experimen-

tos realizados, con un error estandar menor al S %.
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R.1.-CINETICA DE PRODUCCION ENZIMATICA.

Con el objetivo de analizar la produccion de enzimas hidroliticas

extracelulares de Ascobolus gamundii , se estudid su crecimiento en

medios con diferentes fuentes de carbono.

Dado que la produccion de enzimas extracelulares, como es el caso
del complejo celulolitico, es inducible y dependiente de la fuente de
carbono en cuestion (Mandels y Reese, 1960), se estudido, en una
primera etapa la cinética de produccion y la identificacion de las

actividades enzimaticas de Ascobolus gamundii determinando asi si

efectivamente produce enzimas extracelulares y cuales serian dichas
enzimas, dependiendo de la fuente de carbono a utilizar.

Se midieron también diferentes variables de crecimiento, para
poder relacionar la posible produccion enzimatica con la fase de

crecimiento en que se sintetizan y liberan al medio de cultivo.

R.1.1.-MEDIO DE CULTIVO CON GLUCOSA.
R.1.1.1.- Estimadores de crecimiento.

Se comenzo analizando el crecimiento y la produccion enzimatica
en el medio basal, usando glucosa como fuente de carbono. Este medio

le ofrece a Ascobolus gamundii, una fuente de carbono facilmente

utilizable donde no se encuentra ningun posible inductor de sistemas
enzimaticos extracelulares.

El crecimiento fue medido en este caso con dos variables: |la medida
del peso seco del micelio cosechado y el dosaje de las proteinas del
micelio.

En la figura 14.a. se puede observar que el pico de biomasa
coincide en el dia 7 teniendo en cuenta cualquiera de las dos variables.
Esto confirma la posibilidad de utilizar una u otra variable como

estimador del crecimiento, segun sea el caso y la necesidad.
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En los primeros dias, mientras aumenta la biomasa de A.
gamundii, también aumentan las proteinas de micelio hasta llegar al

maximo crecimiento (380 mg. de peso seco por Erlenmeyer 6 359 ug.
de proteinas / ml de medio), luego, tanto el peso seco como las
proteinas de micelio disminuyen, ya que el cultivo comienza su fase de
autolisis (figura 14 a). Esta etapa esta caracterizada por la liberacion de
proteasas que hidrolizan el micelio. Se observa asi, que las proteinas de
micelio disminuyen drasticamente, como consecuencia de la accion de
las proteasas endogenas. La fase de autdlisis esta también caracterizada
por presentar un pH elevado en el medio de cultivo (figura 14 b) debido
a la liberacion al medio de cultivo de productos diversos provenientes
del metabolismo autolitico.

Las proteinas del sobrenadante de cultivo aumentan desde un
principio, pero es en la etapa de autolisis cuando su tasa aumenta, ya
gue se suma, a la presencia de las enzimas secretadas, las proteasas y
las proteinas propias del micelio que pasan al sobrenadante como

consecuencia de la lisis celular.

R.1.1.2.- Actividad enzimatica.

La actividad enzimatica del sistema celulolitico (figura 14 c) en el
sobrenadante es baja. Estas pocas unidade; enzimaticas detectadas
pueden ser consideradas como el nivel basal de enzimas necesario para
inducir su sintesis cuando el sustrato indicado esté presente. Es este
nivel basal de enzimas el responsable de gatillar el proceso de
induccion, ya que se sabe que la celulosa per se es una macromolécula
incapaz de penetrar la celula fungica y por lo tanto dificilmente sea el
inductor real del complejo celulolitico . Se propone, como inductor real,
un intermediario de menor peso molecular, producto de una hidrélisis
parcial, soluble y capaz de penetrar en la célula (Sternberg, 1976; Reese,
1977).
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El mismo caso se presenta para el sistema xilanolitico cuyo nivel
basal se muestra en la figura 14 d , tanto para la endo-xilanasa como
para la B- xilosidasa. La actividad basal de enzimas hidroliticas no es un
hecho novedoso en hongos, esto ha sido citado ya para otros, como por

ejemplo Heterobasidion annosum (Maijala y Reilly,1995), que siendo

un fitopatogeno, posee un nivel basal de actividad del complejo
xilanolitico y del celuloitico.

La actividad del complejo amilolitico (figura 14 d) también se
presenta con un nivel basal que aumenta en la fase de autélisis.

Es notable destacar, por lo tanto, que la represion de la expresion
de ninguno de los sistemas enzimaticos a estudiar, es total cuando hay -
glucosa en el medio de cultivo (hasta una concentracion de 10 g/l de
glucosa en el medio). La falta de represion total para sistemas
extracelulares hidroliticos inducibles ya ha sido citada para otros

hongos como Cephalosporium sp. (Pitson, et al., 1991) y Trichoderma
reesej (Chaudhari y Sahai, 1993). La presencia de glucosa en el medio

de cultivo impide la induccion de la sintesis de estas enzimas
hidroliticas, tanto por la falta de un inductor adecuado como por la
inhibicion por producto final, pero no reprime la actividad basal de cada
sistema, que a pesar de encontrarse en baja concentracion, son
suficientes para poder gatillar su sintesis en el momento y condiciones
adecuadas. Estas enzimas presentes en baja concentracion, no son

utilizadas por A. gamundii, durante su crecimiento en un medio con

glucosa como fuente de carbono, pero le otorgan una gran flexibilidad
nutricional al hongo, ya que podra aprovechar otra fuente carbonada si
las condiciones lo requieren, disparando inmediatamente la sintesis de
las enzimas hidroliticas necesarias para subsistir y colonizar el nuevo

sustrato.
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La presencia de un nivel basal de enzimas (enzimas constitutivas)
necesarias para la induccion de los sistemas hidroliticos coincide con lo

expresado en la seccion 7.3.5. de la introduccion.

R.1.2.-MEDIO CON CELULOSA CRISTALINA.
R.1.2.1.- Estimadores de crecimiento.

Para dosar el crecimiento se utilizdé la medida de proteina total de
micelio por dos razones: 1) la celulosa cristalina es insoluble y por lo
tanto forma una suspension en el medio de cultivo que resulta imposible
de separar del micelio, desvirtuando asi, la estimacion de peso secoy 2)
ya ha sido comprobado en la curva de glucosa que es una variable que
refleja fielmente la variacion de la medida de peso seco del micelio.

El crecimiento en celulosa cristalina se ve retrasado con respecto al
obtenido en glucosa, llegando al maximo crecimiento recién el dia 14
(figura 15 a). También se observa que la cantidad de proteinas de
micelio en ese dia es menor que el obtenido en glucosa debido a que la
glucosa es una fuente de carbono mas facilmente utilizable y de facil
asimilacion. Al tener solamente celulosa cristalina como fuente de
carbono, esta debe ser primero hidrolizada para que ingrese al micelio
por el nivel basal de enzimas antes mencionadas, luego deben
sintetizarse la celulasas de novo para finalmente poder utilizar la
celulosa cristalina y promover el crecimiento.

Las proteinas del sobrenadante aumentan en la fase de activo
crecimiento, demostrando que se trata de verdaderas enzimas
extracelulares, ya que se sintetizan y exportan al medio al mismo
tiempo en que se sintetizan las proteinas de micelio. No se trata de

proteinas liberadas al medio en la fase tardia de autdlisis.

R.1.2.2.- Actividad enzimatica.
La exclusion total de glucosa del medio de cultivo resulta favorable

para la induccion del sistema celulolitico (figura 15 b). Tanto la endo-B-
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D-glucanasa como la B- glucosidasa cuadruplican sus actividades
(en referencia a la actividad basal en glucosa), mientras que la exo B-D-
glucanasa aumenta su actividad pero no en esta proporcion.

Gloeophyllum trabeum, también aumenté, en forma similar su

produccion enzimatica al crecer en un medio con celulosa cristalina,
comparandolo con su actividad en glucosa como unica fuente de
carbono (Cotorasy Agosin,1992).

Otra prueba de la induccion del sistema celulolitico es la cinética de
liberacion al medio de las enzimas. Aqui se observa un aumento
progresivo de la actividad enzimatica que coincide con el crecimiento,
ya que llegan juntos a un pico, mientras que en el medio con glucosa el
nivel de actividad enzimatico detectado es fluctuante y no se relaciona
con el aumento en biomasa del cultivo. Esto se debe a que en el caso de
la glucosa como fuente de carbono el crecimiento no depende de la
presencia de enzimas extracelulares hidroliticas. Si el Gnico sustrato
disponible es celulosa cristalina, un polimero complejo incapaz de
ingresar a las hifas, la secrecion de enzimas hidroliticas al medio es
indispensable para sustentar el crecimiento.

Las fluctuaciones observadas en la actividad enzimatica a lo largo
del tiempo, pueden deberse a la presencia de las multiples isoenzimas
que caracterizan al sistema celulolitico, que estan reguladas por
diferentes condiciones en el medio, provocando asi pequefios picos al
medir la actividad total para cada enzima del sistema (Bisaria y Ghose,
1981; Canevascini et al., 1983; Lymar y Renganathan, 1995).

Dado que un medio determinado puede no solo inducir las enzimas
especificas para la degradacion de ese sustrato en particular (Alconada,
1992) sino que pueden sintetizarse también otras enzimas hidroliticas,
se procedié a medir la actividad enzimatica de los sistemas xilanolitico y

amilolitico en este medio. En Trichoderma reesej, la celulosa cristalina

induce también la sintesis de xilanasas de bajo peso molecular



(Biely, 1985; Wang et al., 1988; Huang et al., 1991; Vincken et al.,
1997).

A. gamundii, fue capaz de sintetizar xilanasas y amilasas al crecer

en celulosa cristalina (figura 15 ¢). Resultados similares se han citado

para Fusarium oxysporum (Alconada, 1992) y para Trichoderma

(Royer y Nakas, 1990) en esta ultima, la induccion con lactosa indujo la

sintesis de ambos complejos enzimaticos. Schizophyllum commune
(Haltrich et al., 1993) y Sc/erotium rolfsii también fueron capaces de

producir el sistema xilanolitico al crecer en celulosa cristalina como
fuente de carbono.

En A.gamundii, ambas enzimas del sistema xilanolitico

aumentaron su actividad. La endo-xilanasa triplico su actividad,
mientras que la B-xilosidasa duplicé su actividad con respecto a su
valoracion en el medio con glucosa. La induccion del sistema xilanolitico
en celulosa cristalina ya ha sido citado para varios hongos, como

Trichoderma koningi (Huang et al.,, 1991), Aspergillus terreus
(Brustovetskaya et al.,, 1991 ; Hrmova et al., 1995), Sporotrichum
thermophile (Sugden y Bhat, 1994), Aspergillus niger (Hrmova et

al.,1989), Aspergillus fumigatus y Trichoderma reesei (Tenkanen et

al., 1995), donde incluso se comprobo que las xilanasas, asi como la
mananasa , pueden llegar a presentar en su estructura un sitio de union
a la celulosa (CBD). Se han citado incluso sistemas enzimaticos
bacterianos donde se han encontrado xilanasas con sitios especificos de
union a la celulosa (CBD) luego de estudiar y analizar su codigo
genético, tal es el caso de Thermotoga maritima ( Winterhalter et al.,
1995).

El complejo amilolitico también aumentd tres veces su actividad

enzimatica con respecto al medio con glucosa.



Resuitados v discusion 74

Para los. dos sistemas enzimaticos la actividad aumenta
gradualmente y llega a un pico que coincide con el de crecimiento, al
igual que en el caso del sistema celulolitico. Luego del pico de actividad
enzimatica, esta se mantiene en todos los casos.

En este medio no pudo dosarse la actividad de proteasas aun en la
etapa tardia de la curva. La ausencia de proteasas puede deberse a que
el cultivo no ha entrado en la fase autolitica ya que el crecimiento ha
sido retrasado y aun queda celulosa cristalina en el medio. Es un hecho
generalizado en hongos que la sintesis de proteasas es inhibida cuando
los niveles de elementos que contienen C, N o S llega a ciertos valores
limites, propios de cada organismo. Compuestos con azucares o
aminoacidos pueden causar la represion de las proteasas (Cohen y

Drucker, 1977).

R.1.3.- MEDIO CON XILANO.
R.1.3.1.- Estimadores de crecimiento.

Al utilizar xilano como fuente de carbono, A. gamundii, es capaz

de metabolizarlo, lo que se infiere del aumento de las proteinas de
micelio, que aumentan exponencialmente hasta el dia 10. A partir de
este dia estas decrecen mientras aumentan en las proteinas
extracelulares (figura 16 a).

El maximo crecimiento obtenido es de 200 ug. de proteinas/ml de
medio. Este valor es algo menor al obtenido cuando se utilizé celulosa
cristalina como fuente de carbono y por supuesto menor aun que el
obtenido con glucosa.

Nuevamente se ve que las proteinas de sobrenadante se segregan
durante la fase de activo crecimiento, reafirmando su caracteristica de
enzimas extracelulares, no se trata de enzimas tipicas de la fase
autolitica. Este concepto se reafirma ya que al ensayar actividad de
proteasas (que estarian indicando una etapa autolitica), estas’ no

pudieron detectarse.



R.1.3.2.- Actividad enzimatica.

El sistema xilanolitico de A.gamundii es inducido al crecer en

xilano ‘como fuente de carbono. En presencia de xilano, la actividad
xilanasa se ve aumentada 10 veces (figura 16 b).

El pico de actividad enzimatica tanto de la endo-xilanasa como de
la B-xilosidasa coinciden con el pico de crecimiento. El sistema
xilanolitico es muy complejo, su cinética y modo de accion estan aun
menos claros que los del sistema celulolitico , ya que estas varian segun
la fuente enzimatica. Se han descripto al menos seis tipos diferentes de

xilanasas. En A. gamundii, luego del pico de mayor actividad, se

observa otro pico, lo que confirmaria la posible presencia de diferentes
isoenzimas para este complejo.
La presencia de complejos xilanoliticos es frecuente entre los

hongos, tal es el caso de Thermomyces lanuginosus (Gomez et
al.,1993), Trichoderma reesei (Gamerith et al., 1992), Aspergillus

awamori (Kormelink et al., 1993), A. fumigatus y A. oryzae (Biely et

al.,, 1993) entre otros, donde incluso la deteccion de actividad
xilanolitica esta siempre acompafnada de cierta actividad celulolitica. Se

ha encontrado también para Trichoderma reesei cierta actividad

cruzada de una endoglucanasa que es capaz de degradar xilano (Biely
et al.,, 1993). También se ha descripto la capacidad de ciertos hongos
filamentosos para fermentar D-xilosa a etanol, como es el caso de

Fusarium sp., Mucor sp. y Rhizopus sp. (Coughlan y Hazlewood,

1993).

La actividad B-xilosidasa no fue inducida en la misma proporcion
que la endo-xilanasa. Esto se debe a la posible adsorcion de la B-
xilosidasa a las paredes hifales, lo que hace que su deteccion en el

sobrenadante sea particularmente dificil (ver seccion 4.1 de resultados).
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La excrecion al medio de las B-xilosidasas seria mucho menos eficiente
para la economia celular del hongo ya que los monomeros liberados
como producto de su accion sobre las moléculas de xilobiosa serian
mas dificilmente incorporados al micelio si se encontraran a distancia.
Contrariamente si la B-xilosidasa permanece adsorbida al micelio, la
captacion de los monomeros resultantes se veria muy favorecida. Entre
otros, algunos ejemplos de hongos que presentan la B-xilosidasa

adsorbida a las paredes hifales son: Trametes trogii (Levin, 1998),

Aspergillus terreus (Hrmova et al., 1991).

Algunas B-xilosidasas tienen actividad transferasa (Tsao y Chang,
1987), con lo cual solo se detectan utilizando un sustrato receptor del
grupo transferido.

Al dosar otras actividades enzimaticas, se ve que la actividad
amilolitica también esta inducida. Al igual que con las enzimas
especificamente inducidas por el sustrato, el pico de actividad
enzimatica se da junto con el de crecimiento (figura 16 b), ya que son
las responsables de la movilizacion de los nutrientes asimilables por el
micelio fangico.

En cuanto al sistema celulolitico, como ya se menciond

anteriormente para otros hongos, A.gamundii, es capaz de inducir la

sintesis de celulasas en presencia de xilano como fuente de carbono,
incluso a niveles similares a los obtenidos en celulosa cristalina (figura

16 c). Este es el caso de 7. reesei (Gamerith et al., 1992), Aspergillus

terreus (Hrmova et al., 1989), A. fumigatus (Tenkanen, 1995). Sin

embargo, en este caso, hay dos diferencias: 1) el pico de actividad en
xilano se da antes que en celulosa cristalina, coincidiendo con el pico de
proteinas de micelio que se obtuvo el dia 10, mientras que en celulosa

cristalina el mismo pico se obtuvo el dia 14; 2) en xilano, tanto la
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actividad endo-B-D-glucanasa como la exo-B-D-glucanasa fluctuan
luego del pico de actividad, tal vez debido a la parcial inhibicion
producida por la glucosa debido a la alta actividad xilanolitica producida
en este medio, asi como a la presencia de diferentes isoenzimas del
complejo celulolitico.

Al igual que en el caso en que se uso celulosa cristalina, siempre se
detect6 una actividad mayor de endo-B-D-glucanasa que de exo-B-D-
glucanasa. La actividad de la B-glucosidasa en cambio, no fue inducida,

encontrandose valores similares a los obtenidos en el nivel basal.

R.1.4.- MEDIO CON ALMIDON.
R.1.4.1.- Estimadores de crecimiento.

Ascobolus gamundii es capaz de utilizar almidén como unica

fuente de carbono, promoviendo su crecimiento (figura 17 a). Al igual
que en los casos anteriores el pico maximo de crecimiento esta
retrasado con respecto al crecimiento en glucosa. Esto se debe a que
primero se debe gatillar la induccidon enzimatica (sintesis de novo de las
enzimas amiloliticas) para poder luego utilizar estos sustratos de otra
forma inaccesibles.

Sin embargo el crecimiento en almidon fue algo menor que el
obtenido en celulosa cristalina y en xilano. Al igual que en xilano, al
décimo dia se alcanza el maximo de biomasa. Luego las proteinas de
micelio disminuyeron drasticamente indicando una fase autolitica.

Las proteinas en el sobrenadante, si bien comienzan a sintetizarse y
liberarse al medio desde un principio, su tasa de aparicion es muy lenta
ya que se esta gatillando el proceso de induccion enzimatica. Luego
comienzan a aumentar logaritmicamente hasta llegar a un maximo
posterior al pico de crecimiento. En la ultima etapa los niveles de
proteinas extracelulares se mantienen 0 decrecen muy suavemente

debido a la gran cantidad de enzimas extracelulares liberadas al medio.



Si bien las proteinas de micelio resultaron algo menores que en los
casos de crecimiento en celulosa cristalina y en xilano, las proteinas de
sobrenadante alcanzan niveles similares a los obtenidos en los otros dos

medios mencionados.

R.1.4.2.- Actividad enzimatica.

Al utilizar almidén como sustrato, A.gamundii es eficiente en
inducir la sintesis de amilasas (figura 17 b). La actividad amilolitica de A.
gamundii aumenta 5 veces con respecto a la obtenida en el medio con

glucosa como unica fuente de carbono.

A diferencia de lo obtenido previamente con otros medios , si bien
la deteccion de actividad coincide con la fase de activo crecimiento, el
maximo de actividad enzimatica se obtiene luego del pico de biomasa.
El hecho de continuar hidrolizando el almidon sin utilizar luego la
glucosa obtenida como producto de su hidrélisis con la misma tasa a
consecuencia de una induccion muy fuerte, hace que esta se acumule en
el sobrenadante, produciendo una inhibicion parcial, obteniéndose una
meseta en el grafico a partir del dia 15.

Los complejos enzimaticos celulolitico y xilanolitico, también se
pudieron dosar en este medio.

Ei sistema xilanolitico se ve representado por la endo-xilanasa
(figura 17 b). La actividad endo-xilanasa aparece desde los primeros
dias y llega a su pico junto con el maximo de crecimiento el dia 10,
manteniendo luego su actividad en el tiempo.

La actividad B-xilosidasa no se ve inducida en este medio,
detectandose un nivel basal de actividad.

En cuanto al sistema celulolitico, también se ve inducido,
particularmente la actividad B-glucosidasa, que da un pico de actividad
el dia 13 (figura 17 ¢). La induccién de esta enzima del sistema

celulolitico en almidén ya ha sido descripta para 7richoderma reesei



ug proteinas mic. / ml

ug proteinas S/ mi

300 120
250 | 100
|
[ |
200 - ] s 80
150 ) Ll 60
100 40
[ |
50 s = 1. 20
om=" - R —_ 0
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (dias)
Figura 17 a : Curva de crecimiento en almidon.
UE (endoxilanasa-amilasa) UE ( B-xilosidasa)
140 — My S -~ 16
| - ~
_,,/%.\\ = N
120 L A—A—4& e 31
80 L A A\ | 1
' . 0.8
0 ‘L o A \‘-____11 0.6
| m- i - O
A - \l\.\‘ 0.4
|
20 - ) ” e =02
om— - — g
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (dias)

a prdfléb_brenad.
- prot.mic.

[I endoxilanasa
A B-xilosidasa
@ amilasa

Figura 17 b : Actividad enzimatica del sistema xilanolitico y amilolitico en almidon.

UE (endo y exo glucanasas)

UE I id
( B-glucosi asa){ 25

0 —— —
40 - B, o
{
30 ! e
o
20 -
[ ] e
10 AA A, 3
o
om— —'- ¢
0 5 10 15 20
tiempo (dias)

120

15 @ endoglucanasa,
! '
- A exoglucanasa

L
e @
TR E
S S SN
: 0
25 30

Figura 17 c : Actividad enzimatica del sistema celulolitico en almidon.

10 O_B-gluqo_sidasa_\”



(Taj-Aldeen, 1993), donde su actividad se duplico, aumentando en
consecuencia, la sacarificacion del almidon.

La actividad endo-B-D-glucanasa da un pico junto con el de
crecimiento, pero luego sus valores disminuyen, debido a la presencia
de glucosa en el medio como consecuencia de la alta actividad
amilolitica. La produccion del sistema celulolitico en almidon fue ya

descripto para el fitopatégeno Rhyzopus oryzae en cultivos de
tubérculos infectados (Amadioha, 1993), asi como para Penicillium

brunneum N*24 (Haska y Ohta, 1994).

R.1.5.-MEDIO MIXTO CON CELULOSA CRISTALINA / XILANO.
R.1.5.1.- Estimadores de crecimiento.

En este medio con una fuente de carbono mixta, el crecimiento fue
levemente superior (235 ug. de proteinas / ml. de medio) al obtenido
con las fuentes usadas individualmente (figura 18 a). El crecimiento es
logaritmico hasta el dia 7, al igual que la liberacién de proteinas al
sobrenadante. Estas también fueron liberadas en wuna mayor
concentracion que en los medios con una unica fuente de carbono. Una
vez alcanzado el pico de crecimiento, las proteinas de micelio
comienzan a disminuir, mientras que las proteinas del sobrenadante
siguen liberandose unos dias mas. Luego de alcanzar el maximo
crecimiento, el medio comienza a alcalinizarse debido a la liberacion de

productos de metabolismo.

R.1.5.2.- Actividad enzimatica.
Los tres sistemas enzimaticos fueron inducidos en este medio con

fuente de carbono mixta como se puede observar en las figuras 18by c.



El sistema celulolitico comienza a ser detectado ya desde los
primeros dias en la etapa de activo crecimiento, llegando a su maxima
produccion el dia 10, luego del pico de crecimiento. La actividad endo-
B-D-glucanasa estd tan fuertemente inducida en este medio, que
incluso llega a duplicar su produccion en celulosa cristalina. Lo mismo
ocurre con la actividad de la exo-p-D-glucanasa, mientras que la B-
glucosidasa llega a valores similares a los obtenidos en su sustrato
especifico. La produccidon de esta enzima podria resultar asi, un factor

limitante para el desarrollo de Ascobolus gamundii, ya que las

dextrinas producidas por la accion de la endo y exo enzimas juntas, no
serian facilmente asimilables por las células fangicas al no llegar a
clivarse para dar glucosa que seria la forma rapida para ser tomada por
el micelio y utilizada en reacciones metabdlicas.

El medio con esta fuente de carbono mixta podria reflejar mejor el

entorno en el que crece A. gamundii en la naturaleza, donde las fuentes

de carbono accesibles, nunca son homopolimeros ni de celulosa ni de
xilano ni de almidon, sino complejas asociaciones de varios polimeros
naturales.

El sistema xilanolitico también esta inducido en este medio (figura
18 ¢). Al igual que en el caso del sistema celulolitico, la mayor
produccion del sistema xilanolitico se da el dia 10, pero una vez
alcanzado este pico de actividad enzimatica, el nivel permanece
constante por muchos dias. La actividad endo-xilanasa supera las 200
UE, un valor levemente superior al obtenido en el medio con xilano
solamente. Lo mismo ocurre con la actividad de la B-xilosidasa aunque
a niveles menores de actividad.

Se ha obtenido también la produccion de los dos sistemas
enzimaticos utilizando un medio con heteropolimeros de xilosa vy
glucosa (2-O-B-D-glucopiranosyl D-xilosa), posiblemente presentes en

la naturaleza en Aspergillus terreus (Hrmova et al., 1991).
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El sistema amilolitico, al igual que los otros dos sistemas
enzimaticos, también esta fuertemente inducido, llegando a obtener su
mé.xima actividad enzimatica el dia 12 (figura 18 c). Después de este
pico de actividad la actividad enzimatica se mantiene constante a lo

largo del tiempo.

R.2.- OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION ENZIMATICA.
R.2.1.- VARIACION DE LA FUENTE DE CARBONO.

Para poder maximizar la produccion enzimatica se procedio a variar
en el medio de cultivo la fuente de carbono, ya que segun lo
experimentado en la seccion anterior, ésta determina, en gran medida la
induccion o no de los diferentes sistemas enzimaticos. Tras evaluar los
datos obtenidos de las curvas de crecimiento, se determindé que la
cosecha se haria a dia fijo. En todos los casos, se filtro el cultivo el dia
12.

El crecimiento se midid6 siempre como proteinas de micelio para
tener asi, un criterio comun en todos los casos, ya que en algunos
medios la fuente de carbono forma una suspension inseparable del
micelio.

El crecimiento (figura 19 a) resultdé mayor en los medios que
contenian glucosa, como era de esperar, y CC como fuente de carbono,
seguido por el medio mixto (CC / xilano), con xilano y con almiddn. En
estos medios, se sintetizan las enzimas necesarias para degradarlos,
liberando los nutrientes necesarios para mantener un buen crecimiento.
Luego este fue menor en maltosa y menor aun en los medios con las
restantes fuentes de carbono. El crecimiento resulté pobre en. los

medios que contenian celobiosa. En cuanto a la lactosa como unica
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fuente de carbono, al igual que otros hongos, Ascobolus gamundii no

es capaz de utilizarla para sostener su crecimiento.

Las proteinas extracelulares dosadas en el sobrenadante, siguen un
patron similar al de las proteinas de micelio. Los medios con CMC y
lactosa fueron los que produjeron menor cantidad de proteinas de
sobrenadante.

En celulosa cristalina, xilano y en CC / xilano, esta alta
concentracion de proteinas en el sobrenadante se refleja en una alta
actividad enzimatica, tanto del sistema celulolitico como del xilanolitico
(figura 19 by ). La actividad B-xilosidasa tampoco fue detectada en
esta experiencia, reforzando la hipotesis de su adsorcién a las paredes
fungicas, lo que no nos permitiria dosarla en el sobrenadante.

En el medio con CMC no se encontro una buena produccion del
sistema celulolitico, encontrandose practicamente solo el nivel basal de
enzimas presente. Si bien el CMC resulta inductor del sistema

celulolitico para ciertos hongos como A. japonicus (Sanyal et al., 1986)
y A. terreus (Singh et al., 1996) su rol como inductor es muy leve para

otros, como es el caso de Fusarium oxysporum (Alconada, 1992).

En maltosa, si bien hubo crecimiento y liberacién de proteinas al
medio, las actividades enzimaticas de las diferentes complejos
enzimaticos resulté muy baja. La diferencia de respuesta en maltosa y

celobiosa ya fue descripta para un hongo del mismo género, Ascobolus
crenulatus  (Galvagno, 1976), demostrando que el enlace « 1-4 de la

maltosa es roto con mayor facilidad que el enlace B 1-4 de la celobiosa.
La baja actividad enzimdtica en medios con maltosa ya fue descripta
también para Agaricus bisporus (Manning y Wood, 1983). También
existe la posibilidad de que asi como hay evidencia de la existencia de

permeasas para dimeros como la celobiosa en ciertos hongos (Freer y

Greene, 1989; Fristcher et al., 1990), la maltosa también penetre



(19 b)

" UE(endo y exo glucanasa)

UE(B-glucosidasa)

50

30 |

20

—

25

20

15

10

e

esojjew
£S01q0|89
Bso0joe|
OWD
oue|ix/00
Q00

oue|Ix

uopIWie

lElendoglucanasa Elexoglucanasa [CIB-glucosidasa

(19¢)

UE(endoxilanasa amilasa)

esoon|B E’l

UE(B-xilosidasa)

250

200

150

100

50 }

X/00 [
20 |
oue|Ix

Bs0j0e| %

esojew |-
BS01q0J80 -

Eendoxilanasa M B-xilosidasa Damilasas]

D,
3
Q
8
3

Q
c
I}
o
@
o

Figura 19 : Actividad enzimatica en diferentes fuentes de carbono. (b) Sistema celulolitico:

(c) Sistema xilanolitico y amilolitico.

04

0.3

0,2

0,1




Resultacos y discusion =N

directamente en la célula fungica sin necesidad de la sintesis de un
sistema enzimatico extracelular.

En celobiosa, tampoco se indujo ninguno de los sistemas
enzimaticos estudiados. La celobiosa tiene un comportamiento
particular en su rol como inductor del sistema celulolitico. Dependiendo
de su concentracion en el medio, puede actuar tanto como inductor
(Mandels y Reese, 1960), como de represor del sistema celulolitico
(Mandels y Reese, 1960; Whitaker, 1971). Sternberg y Mandels (1982)

comprobd que no se sintetizan celulasas cuando Trichoderma reesei

crece en un medio con celobiosa como unica fuente de carbono.

La lactosa resulté ser una fuente de carbono muy pobre para A.
gamundii. Este hecho es bastante generalizado en hongos, lo que

sugiere la posible intervencion de una enzima especifica que llevaria a
cabo su hidrdlisis (Lilly y Barnett, 1953). En cuanto a la producciéon del

sitema celulolitico, esta resultd pobre. Para Agaricus bisporus, la

lactosa no resulté eficiente como inductor (Manning y Wood, 1983). Su
rol como inductor es discutido, ya que la lactosa no esta nomalmente
formando parte de estructuras vegetales.

Al determinar en que medio la produccién enzimatica es mayor
con respecto a las proteinas extracelulares (figura 20), se ve que al
utilizar un medio con celulosa cristalina 6 CMC corﬁo fuente de carbono,
se obtuvo una mezcla proteica mas rica en celulasas respecto de las
otras fuentes. Este dato es de utilidad al momento de elegir un medio a
partir del cual las enzimas se obtendran con un paso de purificacion
previa.

Por esta misma razén, el medio de eleccidon para la produccion del
sistema xilanolitico seria el medio con xilano, y para las amilasas, tanto

el medio con almidén como el que contiene CMC.
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La actividad enzimatica especifica por unidad de biomasa (figura
21) resulté sin duda mayor en el caso del medio que contiene lactosa
como fuente de carbono. Para todos los sistemas enzimaticos

estudiados, al igual que para Trichoderma longibrachiatum (Sandhu y

Kalra, 1985), donde a pesar de que el crecimiento no es el optimo, la

lactosa fue eficiente para inducir el sistema celulolitico. Para 7.

longibrachiatum, incluso resulté el mejor inductor para la endo B-D-

1,4-glucanasa y para la B-glucosidasa.

Sin embargo, la induccion por lactosa, no esta generalizada en
hongos. En casos en que se utilice cultivos de reemplazo, sin duda esta
seria la eleccion del medio inductor, ya que habiendo obtenido un buen
crecimiento en un medio rico, la induccién luego en un medio con
lactosa seria muy eficiente.

Estos resultados se comprueban en la figura 22, donde se muestran
las proteinas extracelulares por unidad de biomasa. Aqui vemos que si
bien la lactosa no es eficiente para promover el crecimiento, si resulta
muy efectiva al momento de inducir la sintesis de estas enzimas

extracelulares.

R.2.2.- VARIACION DE LA FUENTE DE NITROGENO.

Una fuente nitrogenada es indispensable a tener en cuenta en el
momento de disenar un medio de cultivo, ya que éste es utilizado para
la sintesis de una gran variedad de constituyentes celulares tales como
aminoacidos, purinas, pirimidinas, glucosamina y varias vitaminas, sin

las cuales la supervivencia del hongo seria imposibie.
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Si bien la mayoria de los hongos son capaces de utilizar fuentes de
nitrogeno organicas e inorganicas para su crecimiento (Roepper vy
French, 1981; Peeler y Mullins, 1982; Lima y Mercuri, 1984; Rappior et
al., 1988; Pardo y Forchiassin, 1993; Ramos, 1994) la utilizaciéon de una
determinada fuente en particular esta genéticamente determinada y
ademas, depende de las condiciones nutricionales y de cultivo en que se
desarrolla. Incluso se ha discutido sobre el condicionamiento de la
fuente de nitrégeno sobre la utilizacion de diferentes fuentes de carbono
(Lilly y Barnett, 1953; Lima y Mercuri, 1984). Esto cobra especial
importancia al tratarse de hongos capaces de utilizar celulosa cristalina
(Humphrey et al., 1977, Reese, 1977, Wang et al., 1983).

El condicionamiento de la produccion de celulasas por parte de la
fuente de nitrégeno ha II;:vado a desarrollar técnicas tales como cultivo
en dos etapas (Ryu et al., 1979), o cultivos
retroalimentados utilizando hidroxido de amonio como fuente de
nitrégeno.

Los resultados se muestran en las figuras 23 a, by c. En los medios
con fuentes de nitrégeno inorganicas : nitrato de amonio (NA ), sulfato
de amonio (SA) y fosfato de amonio (FA), solo se midié un nivel basal en
las actividades enzimaticas de los tres sistemas enzimaticos estudiados.
El crecimiento obtenido es también muy pobre, obteniéndose también
un pH final muy bajo (inferior a 5) en todos los casos excepto en FA
donde se obtuvo un pH=6. El escaso crecimiento obtenido al utilizar
sales de acidos fuertes que provocan un descenso del pH que llega a

inhibir el crecimiento también fue descripto para Ascobolus

furfuraceus (Lima y Mercuri, 1984). El pobre crecimiento, asi como

escasa actividad celulolitica obtenida al utilizar sales de amonio como

fuentes de nitrégeno ha sido descripto también para Saccobolus

saccoboloides,
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perteneciente a la familia Ascobolaceae (Magnelli et al., 1996). Sin

embargo , para Nectria catalinensis (Pardo, 1995) y para Aspergillus
fumigatus (Stewart y Parry, 1981) estas fuentes inorganicas fueron las

que optimizaron la produccion del sistema celulolitico.

En tartrato de amonio (TA) tanto el crecimiento como la actividad
enzimatica resultaron pobres, obteniéndose un pH final bajo.

Al utilizar casaminoacidos, el crecimiento obtenido fue de 150 mg /
ml de medio, con una alta concentracion de proteinas en el

sobrenadante (figura 23 a). Usando casaminoacidos como fuente de

nitrogeno, Nectria catalinensis también crece eficientemente, a pesar

de que es pobre en la liberacion de enzimas extracelulares al medio

(Pardo, 1995). El sistema celulolitico de A. gamundii fue inducido

(figura 23 b) con casaminoacidos. Las actividades de las tres enzimas
que componen este complejo fueron las mas altas registradas en esta

experiencia. Lo mismo se registré para otro hongo de la misma familia -

Saccobolus saccoboloides (Magnelli et al.,, 1996) asi como para un
basidiomycete agente de pudricion blanca Trametes trogii (Levin y

Forchiassin, 1995). En ambos casos la utilizacion de casaminoacidos fue
la fuente de nitrogeno que optimizd, tanto el crecimiento como la
produccion de la tres enzimas componentes del sistema celulolitico.

La actividad endo-xilanasa (figura 23 c) también fue la mayor en el
medio con casaminoacidos. Para la B- xilosidasa, también fue el mejor
medio, pero sigue resultando en una baja actividad.

El complejo amilolitico, también es inducido en el medio con CAS
como fuente de nitrogeno (figura 23 ).

La eficiencia en la induccion y secrecion de enzimas extracelulares
por parte de fuentes de nitrogeno organicas ya ha sido descripto por
varios autores (Joglekar y Karanth, 1984; Lachke et al., 1986).
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Se ensayaron tres aminoacidos como fuentes de nitrogeno. Tanto la
fenilalanina (FN) como la glutamina (GT) resultaron pobres para
promover tanto el crecimiento como la actividad enzimatica de
cualquiera de los sistemas enzimaticos estudiados, mientras que la
asparagina (AS) resulto una buena fuente.

Tanto en asparagina como en el medio con casaminoacidos, se
obtuvo buen crecimiento, con un pH final cercano a 8. En estos dos
medios se indujo la actividad de los tres sistemas estudiados.

La actividad enzimatica especifica referida a las proteinas
extracelulares (figura 24) resulta util al momento de elegir un medio de
cultivo para producir enzimas que posteriormente seran sometidas a un
esquema de purificacion.

En la figura 24 se grafico la actividad enzimatica registrada para las
diferentes enzimas por unidad de proteina de sobrenadante. Se puede
observar que no se podria determinar que fuente favorece la produccion
de todas las enzimas al ser referidas a las proteinas de sobrenadante. Si
nosotros ademas observamos la figura 23 a, b y ¢; podremos observar
que solamente en los medios con asparagina y casaminoacidos
obtuvimos un buen crecimiento y produccidn enzimatica. De aqui
deducimos dos cosas: la alta actividad especifica de las enzimas
celuloliticas en medios con tartrato de amonio esta sustentada con un
crecimiento muy pobre, mientras que la actividad especifica de las
mismas en medio con casaminoacidos y asparagina, si bien es algo
menor, implicd un gran crecimiento y liberacion de enzimas.

Es decir que para decidir que fuente de nitrégeno se va a utilizar
debo tener en cuenta que si elijo el medio con tartrato de amonio
deberé elegir ademas otro método de cultivo en el que se asegure, como
primer paso, una mayor liberacién de proteinas al sobrenadante, para
asi obtener una buena cantidad de enzimas.

Si se utiliza el medio con asparagina o casaminoacidos, se obtendra

un mayor crecimiento (sin necesidad de cultivos previos) y produccion
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de enzimas. Resta evaluar luego, segun el objetivo, que fuente sera la
conveniente a utilizar.

Para la produccion de endoxilanasas y de amilasas, los medios con
casaminoacidos o asparagina son sin duda la mejor eleccién, ya que
producen la actividad especifica mas alta (asegurando purificaciones
mas sencillas) con altos valores de actividad enzimatica totales.

La actividad enzimatica especifica referida a las proteinas de
micelio da idea de la productividad enzimatica por unidad de biomasa.
Estos parametros son de utilidad en los casos de produccidon enzimatica
a partir de cultivos precrecidos inicialmente en un medio rico que
favorece la obtencion de biomasa y que luego son transferidos a medios
inductivos para la produccidon enzimatica.

Como se ve en la figura 25 para A. gamundii el medio que

promueve la maxima productividad enzimatica por unidad de biomasa
(sin tener en cuenta su efecto sobre el crecimiento) es, para los
sistemas enzimaticos estudiados el medio que contiene casaminoacidos
como fuente de nitrogeno, salvo para los casos de la endo-8-D-1,4-
glucanasay la exo-B-D-1,4-glucanasa. En estos dos casos el medio con
tartrato de amonio supera su produccion por unidad de biomasa. No
debe dejarse de tener en cuente en estos casos que la produccion de
biomasa es especiaimente baja.

Estos resultados se ven reflejados en la figura 26 , donde se ve que
en el medio con casaminoacidos como fuente de nitrogeno se obtienen
los valores mas elevados de proteinas extracelulares por unidad de

biomasa.

R.2.2.1.- OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE LA FUENTE
NITROGENADA.

Dado que de la experiencia anterior se concluyo que la mejor
fuente de nitrogeno para el crecimiento y produccion de enzimas

extracelulares fueron los casaminoacidos, se decidio valorar cual era la
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concentracion optima para lograr la mejor induccion enzimatica. Para
ello, se utilizé siempre como fuente de carbono celulosa cristalina (10
g/l y se varid la concentracion de casaminoacidos entre 0.25 g de N/I
v 3 gde N/I. La cosecha se hizo el dia 12, al igual que en la experiencia
anterior.

El crecimiento de Ascobolus gamundii aumenta al incrementarse la

concentracion de casaminoacidos hasta los 1.5 g/l. de nitrégeno en el
medio (0.75 g. de casaminoacidos / 50 ml de medio) segun se ve en la
figura 27. Luego, a pesar de que se siguié aumentando la concentracién
de nitrégeno, el crecimiento, medido como proteinas de micelio no fue
mayor, sino que se mantuvo e incluso resulté algo menor.

Las proteinas del sobrenadante se incrementan con el aumento de
la concentracion de nitrogeno hasta los 2 g/l de N y luego se mantienen

a pesar del aumento en la concentracion de nitrégeno en el medio.

Si se desea optimizar el crecimiento para Ascobolus gamundii, se

requerira una concentracion de 1.5 g/l de N (0.75 g. de casaminoacidos
/ 50 ml de medio), mientras que para optimizar la produccion de
proteinas de sobrenadante se requeriran 2 g/l de N (1 g. De
casaminoacidos/50 ml de medio de cultivo).

En cuanto a la induccién del sistema celulolitico (figura 28),
podemos ver que la produccion enzimatica de las tres enzimas
componentes del complejo aumentan al aumentar la concentracion de
nitrégeno en el medio.

La actividad endo-B-D-1,4-glucanasa aumenta con la
concentracion de nitrogeno hasta llegar a un maximo de actividad con
una concentracion final de 1.75 g/l de N (0.875 g. de casaminoacidos /
50 ml de medio). Al seguir aumentando la concentracion de nitrégeno
en el medio la actividad enzimatica disminuye. Este efecto podria

deberse a la propia inhibicion del sistema celulolitico debido a la
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Figura 28 : Actividad enzimatica del sistema celulolitico en funcion de la concentracion de
nitrogeno.




Resuitados y discusion .

utilizacion de algun aminoacido de la mezcla como fuente de carbono,
ya que estos estan en muy alta concentracion.

La actividad de la exo-B-D-1,4-glucanasa, asi como la de la B-
glucosidasa, es también inducida, y se obtiene la mayor actividad
enzimatica a una concentracion menor de nitrogeno en el medio. La
concentracion optima en este caso es de 1.25 g/l de N (0.625 g. de
casaminoacidos / 50 ml de medio). Al igual que en el caso anterior, al
aumentar la concentracion de casaminoacidos en el medio la actividad
enzimatica disminuye levemente.

Las concentraciones de nitrogeno que optimizan tanto el
crecimiento como la produccién enzimatica varian segun la especie

estudiada. Para Nectia catalinensis la concentracidon optima fue de 0.75
g/l de N (Pardo, 1995), mientras que para Trametes trogii se necesita

una concentracion mayor a los 1.3 g de N/I (Levin y Forchiassin, 1995).

Estas concentraciones, son siempre mucho mayores a la que los
hongos encuentran en la naturaleza, donde la relacion C:N normalmente
es mayor a 100. Es por ello que la falta de nitrégeno, junto con la
asociacion de la celulosa a otros sustratos dificilmente degradables
como la lignina constituye uno de los principales factores que
disminuyen el grado de descomposicion de la celulosa en la naturaleza
(Markham y Bazin, 1991).

Tabla 6 : concentracion oOptima de nitrégeno para crecimiento y
produccion enzimatica.

CONC. OPTIMADEN (g/l)

Crecimiento 2
Actividad endo B-D 1,4 celulasa

1.75
Actividad Exo B-D 1,4 celulasa

1.25

ActividadB-glucosidasa
1.25
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R.2.3.- INFLUENCIA DE SURFACTANTES EN LA PRODUCCION DE
ENZIMAS EXTRACELULARES.

La influencia de surfactantes en el medio de cultivo se llevo a cabo
utilizando el medio de cultivo basal, con una fuente de carbono
Gnica (celulosa cristalina, xilano o almidon) y asparagina como fuente
de nitrégeno.

Los surfactantes ensayados fueron:

Tween 80 __, detergente no idnico.

Carbopol _ polimero anidnico de carboxipolimetileno.

El efecto de diferentes surfactantes ha sido ampliamente estudiado
y los resuitados son diversos, dependiendo del surfactante, del
organismo y del objetivo en cuestion. En esta experiencia, los cultivos
fueron cosechados el dia 12, dia de mayor actividad enzimatica.

Tanto el crecimiento como la produccion enzimatica se ven
notoriamente afectados por la adicidon, tanto de Tween 80 como de
Carbopol al medio de cultivo.

Mientras que en el medio de cultivo sin surfactante alguno se
obtiene un crecimiento normal (figura 29 a), al agregar cualquiera de los
dos compuestos, el crecimiento se hace casi nulo. En el caso del
Carbopol el efecto inhibitorio es ain mayor que el del Tween 80 en
cuanto al crecimiento y la actividad enzimatica.

El Carbopol se pega a las hifas y puede influenciar el metabolismo
celular, asi como la permeabilidad de la membrana a sustratos y
productos (Morrin & Ward, 1989). La adicion de Carbopol ha sido citada
como inhibitoria también para la produccion de acido fumdrico por

Rhizopus arrhizus (Morrin & Ward, 1990).
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Al utilizar Tween 80 Ascobolus gamundii también se ve

negativamente afectado, tanto en el crecimiento, como en la produccion
enzimatica (figura 29 b).

Mas alla de que el crecimiento es escaso, se observa una
modificacion morfologica del crecimiento miceliano. Se observé que al
agregar Tween 80, el crecimiento se modifica ya que se forman
pequefas bolitas de micelio que concentran en su interior la celulosa
cristalina, dejando el medio limpido y claro. Cuando no se agregé Tween
80 el crecimiento resultaba mas difuso y las esferas, esta vez de aspecto
plumoso dejaban parte de la celulosa cristalina en suspension. Este
efecto puede deberse a una modificacion a nivel de membrana, y
también a la falta de 6xigeno disponible (Yazdi et al., 1990).

El agregado de Tween 80 a los medios de cultivo, ha sido citado

como beneficioso para la produccion de enzimas extracelulares de

varios hongos como Fusarium oxysporium (Kuhad et. al., 1994) ,
Nectria catalinensis (Pardo, 1995) y varias especies de Apergillus

(Sternberg et al., 1977), dado que se sugirid que este provocaria un
aumento de permeabilidad en la membrana celular, y por lo tanto, una
mayor exportacion de celulasas al medio de cultivo (Reese, 1960).
También se sugirié la posibilidad de que el Tween 80 promoviera la
liberacion (o desadsorcion) de las enzimas celuloliticas unidas a las
hifas.

Se ensayaron entonces, diferentes concentraciones de Tween 80 en
el medio de cultivo (0.05 % hasta 0.8%) para comprobar cual era el

verdadero efecto sobre la producciéon enzimatica en Ascobolus

gamundii.

En la tabla 7 se ve que la inhibicion tanto del crecimiento como de
la actividad enzimatica fue fuerte con cualquiera de las concentraciones

de Tween 80 utilizadas, demostrando que el Tween 80,
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en cualquier concentracion tiene un efecto negativo sobre la produccion

enzimatica de A. gamundii, tal vez producto de tan escaso crecimiento.

Tabla 7: Ensayos con diferentes concentraciones de Tween 80.

% TWEEN 80 Proteinas de micelio |Act. Endocelulasas
(ug / ml) UE

0 213 38

0.05 66 5

0.5 50 1.5

0.8 76 1.4

Efectos negativos en la produccion enzimatica al agregar Tween 80

al medio también fue registrado para Agaricus bisporus (Shewale &
Sadana, 1978) y para Trichoderma reesei (Taj-Aldeen, 1993) cuando

las concentraciones de Tween 80 superaron el 0.1 %.

Este efecto negativo, tanto sobre el crecimiento como sobre la
produccion de enzimas extracelulares, también se comprobd para la
produccion de la endoxilanasa y para la produccion de amilasas (figura
30 ayb).

Tanto la adicion de carbopol como de Tween 80 redujo el
crecimiento y la produccion enzimatica comparando con el medio

control, sin adicion alguna.
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Figura 30 a : Crecimiento y actividad enzimatica del sistema amilolitico en medios con y
sin surfactantes.
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R.3.- REGULACION DE LA PRODUCCION ENZIMATICA.

R.3.1.- EXPERIENCIAS DE INDUCCION ENZIMATICA.

En las experiencias de induccion, las actividades enzimaticas no se
pudieron dosar con el método de Somogyi - Nelson, porque los inductores
utilizados interferian en la reaccion ya que poseen un extremo reductor
propio, ocasionando que la lectura de los blancos de sobrenadante fuera
excesivamente alta. La actividad enzimatica fue dosada para los tres sistemas
estudiados (celulolitico, xilanolitico y amilolitico) en placa (ver materiales y
métodos pto.5.4).

La posibilidad de dializar el sobrenadante fue descartada ya que se
comprob6 que este sistema disminuye la actividad enzimatica registrada
debido a la adsorcion de las enzimas celuloliticas a la membrana de dialisis

que es de celulosa.

R.3.1.1.- SISTEMA CELULOLITICO.
Para el sistema celulolitico, la celulosa cristalina ha sido reconocida
como un buen inductor para muchos microorganismos celuloliticos tales

como A. piromyces (Morrison et al., 1990), Neocallimastix frontalis EB 188
(Calza, 1991), ambos habitantes del rumen de herviboros; 7richoderma
reesei (Schafner y Toledo, 1991; Messner y Kubicek, 1991), Nectria
catalinensis (Pardo, 1995) y Saccobolus saccoboloides (Magnelli y

Forchiassin, 1999) entre otros.
Su alto potencial inductor ha sido atribuido a la lentitud con que la
misma es metabolizada en comparacion a otros azucares de rapida

asimilacion, descartando asi la posibilidad de una represion catabdlica.
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Para A. gamundii con celulosa cristalina como inductor, los halos de

degradacion comienzan a detectarse antes que con cualquier otro inductor
utilizado ( ver tabla 8 ). A las 4 .horas de trasladar el micelio al medio
inductor con celulosa cristalina comienza a aparecer un halo de degradacion,
indicando que hay actividad celulolitica presente. Los halos aumentaron de
area con el tiempo, a medida que se sintetizan mas enzimas. Estos halos
llegan a ser los mas grandes producidos en estas experiencias.

La concentracién del inductor, en este caso, es importante, ya que se
observa que a medida que aumenta la concentracion de celulosa cristalina,
aumenta el area de los halos de degradacion obtenidos.

Se observa también una relacién entre la concentracién del inductor y el
tiempo lag, o de sintesis de novo de las enzimas. A las 4 horas, solo cuando
se utilizé la mayor concentracion de celulosa cristalina (2%) pudo observarse
un halo de degradacién.

El CMC también indujo el sistema celulolitico, pero las enzimas se detectaron
recién a las 8 horas luego de pasar el micelio al medio inductor. Los halos de
hidrolisis formados fueron siempre menores a los obtenidos con celulosa

cristalina, lo que indica que la actividad enzimatica es menor. El CMC resulté

ser un pobre inductor del sistema celulolitico para A. gamundii, asi como
también para otros hongos tales como Chaetomium thermophile (Banju

etal., 1990) y Humicola sp. (Chaves et al., 1989).



Tabla 8: Inducciéon del sistema celulolitico.

Area de los halos de degradacion obtenidos con los diferentes inductores ensayados.

Inductor| hs. |cel.crist.| xilano |almidon| CMC |celobiosa| maltosa] xilosa | lactosa |fructosa| sorbitol

(%)

mm? mm? mm? mm? mm? |3.3~ mm? mm? mm? mm?
.IOI.,O[m,.I - - - - — — — — - -
o.d h — - — - - Z _ — — -

-2 8.66 - - - - - - - - -
0.05 8.66 - -

0.1 8 | 24.55 - -

2 44 - -
_0.05 18.86 3.3 -
0.4 121 35.79 3.3 -

2 58.9 - -
— 0.05 30.64 | 18.86 -
0.1 |24 a4 5.01 | 8.66

2 82.41 - 8.66
_0.05 | 30.64 | 18.86 8.66
0.1 | 48| 46.84 44 12.86 44 18.86 8.66 8.66 44 18.86 -

2 123.46 3.3 12.86 | 52.84 24.55 18.86 8.66 44 - 30.64
~0.05 44| 18.86 | 8.66 | 18.86 _ - 866 | 44 _ - |
0.1, |72] 66.94 44 12.86 | 48.86 | 24.55 | 866 | 8.66 44 3.3 - |

2 145.44 ] 5.01 12.86 | 82.42 30.64 18.86 8.66 44 - JTwo.mA_
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Al utilizar bajas concentraciones de CMC (0.05%) la induccion no resulta
tan efectiva ya que el primer halo de degradacion se detecta recién a las 12
horas. Estos halos de degradacion no aumentan con el tiempo y demuestran
que la actividad enzimatica relacionada es baja.

Al utilizar concentraciones mas altas (0.1% y 2%) la induccion es
semejante hasta las 48 horas. A las 72 horas hay el doble de actividad con
CMC 2% que con CMC 0.1%.

El xilano también indujo la sintesis del complejo celulolitico, como

ocurrio también para Trichoderma harzianum E 58 (Senior et al., 1989)

pero, también al igual que para A. gamundii, su actividad es mucho menor

que la actividad endoxilanasa producida (segun lo demostrado en la seccion
1.3.2.- de esta seccion). Al utilizar xilano, los halos de degradacion recién
aparecen a las 12 horas del traslado del micelio. En este caso el aumento en
la concentracion del inductor no parece llevar a una mayor induccion
enzimatica. La concentracion optima de xilano para inducir el sistema
celulolitico es de 0.1%, resultando las otras dos concentraciones menos
eficientes. A bajas concentraciones, el xilano presente puede encontrarse en
concentraciones suboptimas para gatillar la sintesis de celulasas. Al
encontrarse en altas concentraciones se podrian poner en marcha los
sistemas de represion celulares, produciendo en consecuencia halos de
degradacion de areas menores (indicando que la actividad enzimatica es
menor).

El efecto inductor del xilano, puede ser también indirecto, ya que se
sabe que este sustrato puede contener pequefas cantidades de celulosa
como impurezas propias del sustrato, que podrian ser las responsables de la
induccion del sistema celulolitico y ocasionar asi errores al valorar las

actividades enzimaticas.
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Se han citado varios hongos que producen simultaneamente xilanasas y

celulasas. Su regulacion parece estar fuertemente relacionada. En Aspergillus
niger, se secuenciaron dos genes de celobiohidrolasas que requerian xilosa

para lograr expresarse (Gielkens et al., 1999).

Con almidén como inductor, al igual que en A.piromyces (Morrison et al.,

1990) la induccion del complejo celulolitico resulta menos eficiente.

Como ya se observo en esta misma seccion en el pto. 1.4.2.- al crecer en

almidon, como unica fuente de carbono A. gamundii es capaz de producir
una alta concentracion de B-glucosidasas al igual que Trichoderma reesei

(Taj- Aldeen, 1993), pero no de endo B-D-1,4-glucanasa ni de exo B-D-
1,4-glucanasas. Al revelar la actividad celulolitica con el método del Rojo
Congo (ver pto.5.4.1. de materiales y métodos), se valora el complejo en su
totalidad, por lo tanto la presencia de un solo componente del sistema no es
suficiente para que se produzcan los halos de degradacion.

Estudiando la induccion por almidén, Chen Shu y Wayman (1992), vieron que
si bien el almidon no era un buen inductor naturalmente, luego de ser
sometido a una hidroélisis acida si lo era, reforzando la teoria de que el
verdadero inductor del sistema es un producto soluble, producto de la
hidrélisis de los polisacaridos.

Para Ascobolus gamundii la induccién por almidon resulta pobre y muy

lenta. El primer halo de degradacién aparece recién a las 24 horas y con las

mayores concentraciones (0.1% y 2%). Al uitlizar la menor concentracion

(0.05%) A. gamundii no logra producir una cantidad significativa de

celulasas.
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De los disacaridos utilizados, la lactosa resultd ser el mejor inductor del
sistema celulolitico. Ya a fines de los afos cincuenta (Reese, 1959) se reporté
la eficiencia de la lactosa como inductor del sistema celulolitico.

La estructura molecular de la lactosa es muy similar a la celobiosa,
inductor natural propuesto del sistema celulolitico. La unica diferencia esta
en la configuracion del C(4) de la union glucosidica del disacarido. Esta
diferencia hace que la lactosa resulte una pobre fuente de carbono para
promover el crecimiento (ver pto. 2.1.- de esta seccién), pero de todos
modos pueda ser muy eficiente para inducir el sistema celulolitico. Esto ha

sido con_firmado para otros hongos como Trichoderma reesei (Chaudhari y
Sahai, 1993; Messner y Kubicek, 1991) y para 7. /ongibrachiaturm (Royery

Nakas, 1989), entre otros.

Ya a las 8 horas de comenzada la induccion, se detectaron halos de
degradacion con las tres concentraciones de lactosa utilizadas.

La concentracion de lactosa utilizada solo tiene relevancia en las
primeras horas, ya que a partir de las 24 horas los halos de degradacion
obtenidos con las diferentes concentraciones son similares. Esto se relaciona
con el hecho de que, al ser un azucar de lento metabolismo, y poseer una
configuracion quimica adecuada, la lactosa no permitiria que se
desencadenen sistemas de represion celulares. A las 24 horas, tan solo con
0.05% de lactosa en el medio se logra la misma induccién que al utilizar 2%.

Las diferentes concentraciones solo tienen influencia en las primeras
horas en la cantidad de enzimas detectadas, pero no en el tiempo de
deteccion de las mismas.

La fructosa, asi como otros azucares que permiten un rapido

crecimiento, no resulté un buen inductor. Esto ha sido descripto ya para 7.

reesei (Messnery Kubicek, 1991).



Resultados y discusién 116

Los halos de degradacion obtenidos resultaron pequefios. No se
obtuvo degradacion alguna en 72 horas con las concentraciones de 0.05% ni
2%. Solo se obtuvieron halos con la concentracion intermedia, que resultaron
pequenos, e incluso se redujo a las 72 horas, a causa de una inhibicién por
producto.

Al utilizar sorbitol, solo se obtuvo una leve induccion del sistema
celulolitico utilizando la maxima concentracion (2%). Los halos se detectan
recién a las 12 horas y resultan muy pequenos.

La celobiosa como inductor en las concentraciones utilizadas resultd
pobre por dos motivos. Los halos de degradacién aparecen recién a las 24
horas, lo que implica un tiempo considerable para gatillar la sintesis de
enzimas. Ademas, el area de los halos de degradacién es menor que la
obtenida tanto con celulosa cristalina como con lactosa (otro disacarido) en
cualquiera de las concentraciones utilizadas.

La celobiosa ha sido propuesta histéricamente, como el real inductor
del sistema celulolitico, dado que es un producto soluble de la hidrélisis de
la celulosa, capaz de penetrar en el micelio y gatillar asi la sintesis de novo
de las enzimas (Sternberg y Mandels, 1982). Sin embargo, su rol como tai
es discutido ya que, dependiendo de la concentracion en la que se encuentre,
también ha sido descripto como represor del sistema (Reese, 1960).

Para A. gamundii, asi como para otros hongos como Termitomyces
clypeatus (Sengupta, 1990), 7. reesei (Mandels y Reese, 1960; Fritscher et

al., 1990; Chaudhari y Tauro, 1990) la celobiosa no resulté un buen inductor,
determinandose que su ineficiencia se encuentra solapada por efectos de
represion catabolica.

Al utilizar 0.05% de celobiosa la induccion es la menos eficiente. Con
0.1% y 2% los halos producidos son mayores pero solo después de 24 horas

de induccion.
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En 1960 Mandels y Reese observaron que la celobiosa era poco eficiente

para inducir la sintesis de celulasas en 7. viridae y en Sporotrichum
prionusum, pero que ésta era consumida rapidamente. Esto producia una

caida de la actividad celulolitica que solo se recuperaba cuando la celobiosa
habia sido consumida o quedaba en muy baja concentracion. Es por ello,

légico que los halos de degradacién de A. gamundii solo se detecten

tardiamente en este ensayo.

La maltosa y la xilosa resultaron los peores inductores del sistema
celulolitico tanto en tiempos para inducir como en cantidad de enzimas
producidas.

Al utilizar la maltosa como inductor recién se producen halos de
degradacion a las 48 horas y solo con las dos mayores concentraciones
(0.1% y 2%), resultando la mayor concentracién levemente mejor ya que
produjo mayores halos. Con la concentracion de 0.05% nunca se lograron
detectar halos (en las 72 horas de esta experiencia).

La xilosa también produjo halos de degradacion recién a las 48 horas,
que resultaron muy pequenos en las tres concentraciones utilizadas por

igual. Esto sugiere que independientemente de la concentracion utilizada no

resulté un buen inductor del sistema celulolitico para A. gamundii. Lo mismo
ocurrio para otros hongos como 7. /ongibrachiatum (Royer y Nakas, 1989) y

para 7. reesei (Schaffner y Toledo, 1991).

R.3.1.2.- SISTEMA XILANOLITICO.

Como se puede ver en la tabla 9, de los polimeros utilizados, el xilano

resulté el mejor inductor para este sistema enzimatico. Los halos de
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degradacion se produjeron ya a las 4 horas de comenzada la induccién. El
area de los mismos aumenta con el tiempo, a medida que progresa la
induccion. La concentracion del inductor es importante en este caso, ya que a
menor concentracion el area del halo producida es menor para cualquier
tiempo dado. Los halos casi duplican su area al duplicar la concentracion del
inductor.

El xilano ya ha sido reconocido como buen inductor del sistema

xilanolitico en varios hongos como Trichoderma longibrachiatum (Royer y

Nakas, 1989) y Aspergillus awamori (Kormelink y Huang, 1993), entre otros.

Tabla 9: Induccion del sistema xilanoltico.

Area de los halos de degradacion obtenidos con los diferentes inductores

ND: no determinados.

ensayados.

inductor| hs. | xilano CMC xilosa lactosa | almidon
(%) mm?2 mm? mm? mm? mm2

0.05 18.84 - - - -

0.1 4 | 30.63 - - - - 1
2 ND - - - -

0.05 18.84 - - 8.63 - |
0.1 8 | 43.98 - - 8.63 - |
2 ND - - 8.63 - |
0.05 18.84 - - 58.9 -

0.1 j12| 52.74 - - 58.9 - 1
2 ND - - 58.9 -

ro.os 30.63 - - 75.39 -

f oa ]24] 589 - 3.3 113 -

tz ND - 3.3 95 -

0.05 30.63 . 8.63 753 | -

0.1 [48]| 75.4 - 8.63 113 -
2 ND - 8.63 113 ] - |
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Los otros polisacaridos ensayados (CMC y almidon) no lograron inducir
el sistema xilanolitico, al menos de manera tal como para ser detectados con
este sistema de revelado. En las 48 horas que durd este ensayo no se
produjeron halos de degradacion con ninguna de las concentraciones de
CMC 6 almidén utilizadas.

Sin embargo, no se puede descartar la produccion de estas enzimas en
estos medios. Como se demostré anteriormente (seccion 1 - curvas de
crecimiento-), se obtuvo una induccién, aunque bastante débil y muy lenta
al realizar los estudios de cinética de crecimiento y producciéon enzimatica.
En estos casos, se obtuvo una diferencia de actividad enzimatica, al
compararla con el medio sin‘inductor (GA), que se tomé como nivel basal de
enzimas extracelulares.

Es necesario tener en cuenta que en la seccibn 1 la actividad
enzimatica fue detectada por otro método, mas sensible.

Al utilizar xilosa como inductor, tampoco se obtuvieron halos de
degradacion hasta las 24 hs de comenzada la induccién que demostraran la
induccion del sistema. Esta escasa y muy pobre induccion del sistema no
parece depender de la concentracion de xilosa utilizada, ya que con las tres
concentraciones se obtuvieron resultados similares para los distintos tiempos
ensayados. La xilosa es un azucar resultante de la hidrélisis del xilano, por lo
tanto, es muy probable que los sistemas enzimaticos correspondientes se
encuentren inhibidos por producto final.

La lactosa, en cambio, es un buen inductor del sistema xilanolitico. A
pesar de que requiere mayor tiempo para lograr efectivamente la induccion,
al lograrlo, esta parece ser inclusive mas eficiente que con xilano (los halos
de degradaciéon obtenidos con lactosa resultaron de mayor area que los

obtenidos con xilano).
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El tiempo lag requerido para comprobar que la induccion es efectiva, se
debe a que justamente, si bien la lactosa es la molécula que nosotros
incluimos como inductora, ésta debe ser modificada (transglicosilada) para
actuar como verdadero inductor del sistema enzimatico. Este mecanismo de
transglicosidacion ha sido ya propuesto para la induccion del sistema
celulolitico por parte de la soforosa.

La concentracion del inductor, no parece tener mayor influencia sobre la
induccién en un principio, pero hacia el final del ensayo, se detecta que con
la menor concentracion la induccion resulta menos eficiente, e incluso parece

arrestarse, tal vez por faita de inductor en el medio.

R.3.1.3.- SISTEMA AMILOLITICO.

Para el sistema amilolitico, el mejor inductor fue sin duda el almiddn, en
cualquiera de las concentraciones utilizadas (ver tabla 10).

Ya a las 4 horas de haber pasado el micelio al medio con almidon como
inductor, se formaron halos de degradacion en las placas. A las 4 horas de
induccion se detectd6 menor actividad enzimatica al utilizar la menor
concentracion de almidon (0.05%), es decir halos de menor area. A las 8
horas las diferencias disminuyeron, y para las 12 horas las pequehas
diferencias entre los halos obtenidos con las diferentes concentraciones no
resultaron significativas.

Con almidén como inductor, el tiempo lag de sintesis de novo de las
enzimas es el menor, ya que se detecta actividad del sistema a las 4 horas. La
concentracion del inductor solo influye en las primeras horas de la induccion,

diluyéndose luego este efecto.
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también hay una

induccién del sistema, pero en menor medida que con el polisacarido, ya que

los halos de degradacion obtenidos son mucho menores.

Los primeros halos de degradacion se obtienen también a las 4 horas,

al igual que con almidédn,

pero estos resultan menores para las tres

concentraciones utilizadas. Los halos van aumentando de area con el tiempo,

pero siempre resultaron menores que los obtenidos con almiddn. Siempre se

observa que los halos obtenidos con la menor concentracion de malitosa

resultaron mas pequenos, aunque al igual que en el caso con almidon, estas

diferencias no son significativas.

Tabla 10: Induccion del sistema amilolitico.

Area de los halos de degradacion obtenidos con los diferentes inductores.

[lnductor hs.| almiddon | cel.crist. CMC J- maltosa | lactosa | sorbitol
(%) mm? mm? mm? mm? mm? mm?
0.05 18.85 - - 3.26
01 4| 30.63 - - 6.78
30.63 - - 6.78
oos 43.98 - 5 5 - ~
| o 8| 43.98 - 5 8.63 - 3.26
| 75.29 - |_5.35 8.63 3.26 S
0.05 75.39 8.64 5.35 18.85 3.26 3.26 |
0.1 [|12] 75.39 8.64 5 21.08 3.26 8.63 |
2 75.39 8.64 5.88 25.73 5 8.63
0.05 75.39 9.02 6.78 43.98 8.63 8.63
0.1 |24] 93.46 9.2 6.98 46.84 10.75 10.77
2 93.46 9.2 | 7.33 46.84 12.53 10.77
0.05 82.43 9.02 7.15 58.9 14.57 8.63
I 0.1 ]48] 93.46 9.6 7.7 58.9 18.85 8.63 |
I 2 97.26 10.55 8.64 58.9 21.08 8.63
0.05 93.46 9.15 7.7 58.9 18.85 8.63 |
| 0.1 |72] 101.13 9.6 7.7 65.32 18.85 8.63 |
| 2 105.05 | 10.94 8.64 65.32 18.85 8.63 |
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La celulosa cristalina, resulta un muy pobre inductor del sistema
amilolitico. ya que los primeros halos de degradacién aparecen recién a las
12 horas y con un area muy pequefa, lo que sugiere que la actividad
enzimatica es muy baja. La concentracion del inductor, tampoco tiene mayor
influencia ya que los pequenos halos producidos no variaron
significativamente con las diferentes concentraciones utilizadas en los
distintos tiempos. Para el final de la experiencia, los halos de degradacion
siguen siendo minimos, incluso menores que los obtenidos a las 4 horas con
almidon.

Esta lenta y pobre induccidon del sistema amilolitico, puede deberse a
que las uniones glucosidicas de la celulosa son B-1,4y no «-1,4 como lo son
las del almiddn.

Al igual que en el caso anterior (induccion de xilanasas por almidén) al
utilizar un polimero no especifico, se sintetizan enzimas, ya que se encuentra
siempre una diferencia entre el nivel basal de enzimas producidas en un
medio sin inductor (GA) y un medio con cualquier polisacarido (ver seccién
1- cinética de crecimiento y produccion enzimatica-)

Algo similar ocurre cuando se utilizé CMC como inductor. A pesar de
que se obtuvieron halos de degradacion antes (a las 8 horas), éstos siempre
resultaron mas pequefios. Los halos obtenidos con CMC fueron los mas
chicos de esta experiencia.

Con lactosa, la induccién del sistema amilolitico también fue pobre ya
que el area de los halos obtenidos a las 72 horas es solo el 20% del area de
los obtenidos con almidén como inductor si bien estos fueron creciendo con
el tiempo. La concentracion del inductor, aqui tampoco parece tener efecto
sobre la induccion, ya que no hubo diferencias significativas en los halos de

degradacioén para cada tiempo analizado.
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La lactosa es un dimero de glucosa - galactosa con uniones «-1,4
Obviamente el hecho de poseer el mismo tipo de union quimica no resulta
suficiente para que una sustancia actue como buen inductor de un dado
sistema enzimatico.

El sorbitol, por ultimo, no indujo efectivamente el sistema amilolitico, al
igual que ocurrio con el sistema celulolitico, ya que los halos obtenidos son
pequenos y de aparicion tardia. Tampoco parece tener influencia alguna la

concentracion de sorbitol utilizada como inductor.

Figura 31: Revelado en placa.
Inductor: celulosa cristalina.

e Primer fila: sobrenadante de 24 hs. de induccion.
Segunda fila: sobrenadante de 48 hs. de induccion
Tercer fila: sobrenadante de 72 hs. de induccion.

e Primer columna: 2% celulosa cristalina.

Segunda columna: 0.1% celulosa cristalina.

ercer columna: 0.05% celulosa cristalina.



R.3.2.- EXPERIENCIAS DE REPRESION ENZIMATICA.

AGREGCADO DEL REPRESOR AL MEDIO DE CULTIVO.

R.3.2.1.- SISTEMA CELULOLITICO.

A los cultivos de Ascobolus gamundii creciendo en un medio con

celulosa cristalina como fuente de carbono se les agrego estérilmente
glucosa 6 celobiosa en diferentes concentraciones. Se eligieron estos
dos compuestos como posibles represores, ya que no indujeron la
sintesis del complejo, y al ser productos de la hidrélisis de la celulosa
cristalina, se quiso verificar su posible rol como represores del sistema
enzimatico.

En la figura 32 a. se observa que la actividad endo B-D 1,4-
glucanasa se ve reprimida durante la fase exponencial de produccion
enzimatica tanto por la glucosa como por la celobiosa. Estos dos

azucares ya han sido descriptos como represores del sistema celulolitico

para otros hongos como Agaricus bisporus (Manning y Wood, 1983) y
T. reesei (Holtzapple et al., 1990).

La glucosa al 0.1% es la que menos reprime a la endo B-D 1,4-
glucanasa. Con celobiosa 1% se logro la maxima represion .

Con respecto a la exo B-D -1,4-glucanasa (figura 32 b), se ve que
la represion ocurre de manera similar: la adicion de glucosa 0.1% no
afecta demasiado la actividad enzimatica mientras que la celobiosa en
las tres concentraciones utilizadas la reprimen mejor.

Tanto con la glucosa como con la celobiosa la represion parece
ceder 6 no resultar tan efectiva hacia el final de la experiencia (dia 21),
lo que coincidiria con el consumo de estos azucares de rapida
utilizaciéon. La excepcion es el caso de la celobiosa 0.5% que comienza a

reprimir mas tarde al sistema.
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Figura 32 : Actividad enzimatica del sistema celulolitico en experiencias de adicion de
represores. (a) Endoglucanasa; (b) exoglucanasa; (c) B-glucosidasa.
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La B-glucosidasa (figura 32 C), sigue un patron similar en cuanto a
su represion. Se ve que la concentracion de glucosa de 0.1% no es
suficiente para reprimirla. En realidad el efecto que la glucosa tiene en
esta concentracion es poco significativo.

En cambio, la celobiosa, ‘en cualquiera de las concentraciones
utilizadas tiene un efecto mas drastico sobre la regulacion de la
actividad enzimatica.

La concentracion utilizada de celobiosa no parece tener mayor
importancia en le represion de la enzima ya que el efecto logrado es el
mismo con las tres concentraciones (0.1%, 0.5% y 1%).

Estos resuitados concuerdan con los obtenidos en la seccion 3.1.1.
(induccién del sistema celulolitico), donde se vié que la celobiosa era un
muy pobre inductor del sistema. Incluso cuando se registré actividad
enzimatica (con la aparicion de halos de degradacion en las placas), esta
resulto muy baja. Como se observa en esta experiencia, la celobiosa en
las concentraciones utilizadas no llega a reprimir la actividad celulolitica -
por completo, pero sin embargo, la actividad residual luego de afnadir la
celobiosa al medio es mucho mas baja.

En la figura 33 se observa que las proteinas de sobrenadante varian
acorde a lo sucedido con la regulacion de las enzimas celuloliticas hasta

aqui analizadas.
R.3.2.2.- SISTEMA XILANOLITICO.

En el caso del sistema xilanolitico, los represores utilizados fueron,
la glucosa y la xilosa, por los mismos motivos ya explicados en el punto
anterior.

En la figura 34 a. se observa el efecto producido por la adiciéon de
glucosa al medio que contenia xilano como unica fuente de carbono. En

los tres casos la glucosa reprime la actividad de la endoxilanasa.
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Tanto al usar glucosa 0.1% como 1% la represion inicialmente es
mayor que al utilizar glucosa 0.5%. Con glucosa al 0.5% la represion es
algo mas tardia, pero una vez que se produce rapidamente decae la
actividad enzimatica que luego se mantiene constante. Con las otras dos
concentraciones de glucosa (0.1% y 1%) la represion es mas rapida, pero
finalmente, con las tres concentraciones de glucosa se llega a
actividades enzimaticas similares, siendo mayor la represiéon por glucosa
1%.

Las proteinas de sobrenadante (figura 34 b) reflejan el mismo
patron. La mayor inhibicion se produce al agregar 1% de glucosa al
medio de cultivo.

Cuando se utilizd xilosa como represor (figura 35 a), se viéo que
esta reprimio la actividad enzimatica de manera creciente al aumentar la
concentracion de xilosa utilizada.

Los niveles de actividad enzimatica luego de la represion con xilosa
fueron similares a los obtenidos al utilizar glucosa. Estos resultados
resultan logicos si se tiene en cuenta que tanto la glucosa como fa xilosa
son mondmeros de rapida utilizacion metabodlica y que penetran en el
micelio fungico constitutivamente.

En la experiencia de induccion del sistema xilanolitico (seccion
3.1.2), se observo, al igual que en esta experiencia que el agregado de
xilosa al medio, en cualquiera de las concentraciones utilizadas, no
parecia inducir eficazmente la sintesis de novo de las enzimas de este
sistema enzimatico. Solamente se detect6 una muy baja actividad del
sistema xilanolitico (como medida de su induccién) a las 24 horas de
haber transladado el micelio al medio inductor con xilosa.

En la figura 35 b se observa que la liberacidon de las proteinas al
sobrenadante son afectadas por el agregado de xilosa. La concentracion
de las proteinas de sobrenadante en este caso, también, al igual que lo

que sucede con la actividad enzimatica, resulta similar a las obtenidas al
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agregar glucosa al medio de cultivo. salvo para el caso de glucosa 1%,

donde la represion fue mayor.

R.3.2.3.-SISTEMA AMILOLITICO.

En el caso del sistema amilolitico, se utilizaron como represores la
glucosa y la maltosa, por las mismas razones que en los casos
anteriores.

La actividad enzimatica del sistema amilolitico se puede observar
en la figura 36 a.

El agregado de glucosa al medio de cultivo que contenia almidén
como unica fuente de carbono, en cualquiera de las concentraciones
utilizadas resuita mas represivo que el agregado de maltosa.

La falta de represion severa por parte de la maltosa, coincide con
los resultados obtenidos en el pto. 3.1.3. (induccion del sistema -
amilolitico) donde se vié que como inductora, la maltosa era pobre, pero
se detectaban halos de degradacion en la placa de revelado. A pesar de
que estos halos resultaron mucho mas pequenos que los obtenidos con
almidon como inductor, se pudo detectar cierta actividad enzimatica,
corroborando que la represion no es total con las concentraciones
utilizadas en este ensayo.

Con la mayor concentracion de maltosa, (2%) en la experiencia de
induccion, no se obsrevd que resultara mejor inductor que la
concentracion menor (0.5%) en esa misma experiencia. Aqui se
corrobora este resultado ya que se observa que la represion con las dos
concentraciones utilizadas es muy pareja.

Los efectos de la glucosa son similares también, ya que estas
concentraciones no parecen ejercer efectos muy variados. Los niveles de
represion obtenidos con glucosa 0.1% y 1% son similares, pero siempre

mayores a los obtenidos con maltosa.
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La represbn obtenida en ningun caso es total.

El efecto sobre las proteinas de sobrenadante (figura 36 b), es el
mismo efecto que se observo sobre ‘las actividades enzimaticas. Se
observa claramente que a este sistema enzimatico lo afecta mas el
agregado de glucosa que el de maltosa.

Este efecto represor mayor de la glucosa puede deberse al uso
preferencial del monomero de glucosa, desencadenando asi mas

rapidamente los mecanismos de represion .

R.3.3.- EFECTO DE LA CELOBIOSA.

La celobiosa ha sido histéricamente propuesta como el real inductor
del sistema celulolitico. Sin embargo, no faltan citas bibliograficas en
donde se la contempla como un represor del sistema. Este rol dual de la
celobiosa se atribuye a la concentracion a la cual se encontraba en las
diferentes experiencias .

Segun su concentracion, la celobiosa puede actuar tanto de represora
como de inductora del sistema celulolitico .

Para A. gamundii se hicieron estudios, tanto de induccion (seccion

3.1.1) como de represion (seccion 3.2.1.1) utilizando celobiosa en distintas
concentraciones.

De los estudios de induccion, se observo que no resultaba un buen
inductor, ya que siempre se obtuvieron actividades enzimaticas menores a
las obtenidas con celulosa cristalina.

Por otro lado, de los ensayos de represidon, se observo que la
celobiosa resulto ser un mejor represor que la glucosa.

Por este motivo se procedio a realizar cultivos de A. gamundii

utilizando celobiosa como Unica fuente de carbono, en distintas
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concentraciones (0.05% - 0.5% - 1%), que se cosecharon y procesaron a
diferentes intervalos de tiempo.

En la figura 37 se puede observar que el peso seco y las proteinas de
micelio resultaron buenos estimadores del crecimiento, ya que ambos
siguen la misma cinetica para las diferentes concentraciones de celobiosa
utilizadas.

Para la menor concentracion de celobiosa, el crecimiento es pobre, y
aumenta durante toda la experiencia muy lentamente llegando a valores
muy bajos.

Para la mayor concentracion de celobiosa, sin embargo, se llega a un
pico de biomasa el dia 14, en el que se obtiene un buen crecimiento
fungico con cualquiera de las dos variables utilizadas (peso seco -
proteinas de micelio).

Al utilizar la concentracion intermedia de celobiosa (0.5%) la biomasa
obtenida es también intermedia y el pico de crecimiento se obtiene antes,
el dia 10, probablemente por agotamiento de la fuente de carbono que
quizas resulte insuficiente para legar a alcanzar una fase de crecimiento
exponencial sostenida.

Tanto con la concentracion de 0.5% como con la de 1%, se llega a un
pico de crecimiento seguido por una muy leve caida en el crecimiento, es
decir a una autdlisis incipiente, que no ocurre al utilizar 0.05% de
celobiosa.

Al medir la actividad enzimatica, se observa algo muy interesante
(figuras 38 a y b). Cuando los niveles de celobiosa son elevados en el
medio, la actividad enzimatica de cualquiera de las dos enzimas aqui
ensayadas (endocelulasa y B-glucosidasa) no existe 0 es muy baja,
mientras que al consumirse la celobiosa en el medio (y encontrarse por
ende en baja concentracion en el medio), la actividad enzimatica de las dos

enzimas comienza a aumentar rapidamente.
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En el medio con 0.05% de celobiosa, !a actividad enzimatica resulta
siempre muy baja tanto para la endocelulasa como para la B-glucosidasa.
Esta concentracion de celobiosa parece ser muy baja como para gatillar la
sintesis del sistema asi como resulté escasa para promover el crecimiento.

Al utilizar 1% de celobiosa, sin embargo, la actividad enzimatica se
detecto en el sobrenadante recién despues del dia 10, en que seguramente
la mayor cantidad de celobiosa ya habia sido consumida. Solamente, luego
de que los procesos de represion por producto final dejaron de funcionar
(por encontrarse la celobiosa en muy baja concentraciéon), comenzo a
inducirse el sistema celulolitico.

Una vez disparada esta induccion, esta es mucho mas eficiente que la
obtenida con 0.05% de celobiosa. En este caso, para el dia 10, tenemos una
cantidad mucho mayor de micelio con celobiosa 1% que con celobiosa
0.05%, a parte, seguramente se encuentra en la concentracion optima para
actuar como inductora sin reprimir.

En el caso en que se utilizd 0.5% de celobiosa, al igual que lo reflejado
por el crecimiento, resultd un caso intermedio entre los dos casos recién
mencionados. La sintesis del sistema enzimatico se da antes que con 1 %
de celobiosa ya que su consumo es obviamente también anterior, pero los
niveles de induccion alcanzados son menores .

Las proteinas de sobrenadante reflejan perfectamente esta variacion
en las diferentes actividades enzimaticas, segun se fue variando la
concentracion de celobiosa en el medio, como puede observarse en la

figura 38 c.



R.4.- LOCALIZACION ENZIMATICA.

FRACCIONAMIENTO CELULAR.

Los complejos enzimaticos que degradan sustratos como la
celulosa, hemicelulosas y. o almidon, estan compuestos por enzimas
extracelulares, ya que dichos sustratos son polimeros naturales de alto
peso molecular y no pueden penetrar en la célula para ser degradados.

Esta enzimas extracelulares, pueden quedar adsorbidas al micelio,

como en el caso de Chaetomium termophile (Lusis y Beker, 1973),
Trichoderma koningii (Halliwel y Lovelady, 1981), Microbispora

bispora  (Warldon et al.,, 1986) y varias especies de Aspergillus

(Sternberg et al., 1977) ;' 6 difundir libremente al medio de cultivo como

en el caso de A. niveus (Taj-Aldeen y Alkenany, 1992) y T. reesei (Taj-
Aldeen, 1993).

Para poder estudiar la localizacion y actividad de las enzimas

extracelulares de Ascobolus gamundii y resolver asi si estas enzimas

quedan 0 no adsorbidas al micelio fungico, se ensayo su actividad en el
sobrenadante, en el citosol y en una fracciéon compuesta por restos de
membranas y paredes celulares (cell debris). Estas fracciones (tabla 11)
se obtuvieron como se indica en el punto 6 de materiales y métodos,
con los cultivos provenientes de los tres medios inductores especificos
para cada sistema enzimatico (celulosa cristalina, xilano y aimidén).

La actividad se expresa como unidades enzimaticas por pg de
proteina de micelio.

A pesar de que tradicionalmente se consideré a la B-glucosidasa
como una enzima completamente extracelular, que difundia libremente
al medio de cultivo, datos recientes citan varios ejemplos de adsorcion

de esta enzima a las hifas micelianas, especialmente en especies de

Trichoderma (Cai et al., 1998).



En los casos en que no difunde completamente al medio de cultivo,

la B-glucosidasa queda retenida en las paredes de las hifas formando un

escudo. £n T. reesei, esta fraccion que queda retenida en las paredes

hifales, estaria fuertemente asociada a un polisacarido de pared (Cai et

al., 1999).

TABLA 11: Actividad enzimatica en las diferentes fracciones celulares.

Enzimas Sobrenadante Citosol Cell debris
UE /ug prot. UE /ug prot. UE /ug prot.
ENDOGLUCANASA | ‘0.175 0.105 0.005
EXOGLUCANASA 0.1 0.03 0.003
B-GLUCOSIDASA 0.15 0.022 0.015
ENDOXILANASA 1.25 0.28 0.012
B-XILOSIDASA 0.0075 0.0054 0.003
AMILASAS 1.40 0.77 0.044

Nota: Las actividades enzimadticas fueron tomadas el dia de mdxima

actividad para cada sistema.

En el caso de A. gamundii, como se observa en la tabla 11, la

mayor actividad de endoglucanasa y exoglucanasa, asi como de
endoxilanasa y amilasa se encuentra en la fraccion de sobrenadante.

Resulta casi despreciable la actividad asociada al micelio, y aquella




encontrada en el citosol, se debe a la fraccion enzimatica que aun no ha
sido secretada al medio de cultivo.

Para la actividad P-glucosidasa, estas diferencias no son tan
marcadas. por lo que se puede sugerir que si bien se sintetiza y parte es
exportada fuera de la célula fungica difundiendo al medio, parte de su
actividad queda retenida en las paredes hifales.

La actividad B-xilosidasa, resultd muy pobre en cualquiera de las
fracciones ensayadas. La baja actividad encontrada por lo tanto, nos

sugiere mas bien que A. gamundii no sintetiza esta enzima en la misma

proporcidon que el resto de las celulasa y/o xilanasas.
Sin embargo, al crecer en un medio con xilano como unica fuente

de carbono, A. gamundii crece bien, logrando un desarrollo miceliano

comparable al obtenido al utilizar celulosa cristalina como unica fuente
de carbono, sugiriendo que la xilobiosa puede ser ingresada por las
hifas.

Cultivo A. gamundii

filtrar
FRACCION micelio
Moler
Filtrar
FRACCION FRACCION
CITOSOL RESTOS CELULARES

Figura 39: Obtencion de las diferentes fracciones para el estudio de

localizacion enzimatica.
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R.5.- CARACTERIZACION BIOQUIMICA.

R.5.1.- COMPLEJO CELULOLITICO.
R.5.1.1.—- EFECTO DE CATIONES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Se ha establecido, que si bien se pueden fijar concentraciones dptimas
de diferentes iones para el crecimiento de los hongos, suele ser mas
importante el balance entre ellos o sus concentraciones relativas (Ross,
1975) dadas las interacciones especificas de amplificacion o antagonismo
entre ellos.

La estabilidad y actividad enzimatica, se ven generalmente
influenciadas por el entorno, adecuado o no, en el que se encuentran las
enzimas. Dentro de la célula, por ejemplo, el calcio esta involucrado en
diversas funciones y ocupa un papel fundamental, a través de proteinas.
ligadoras de calcio, como la calmodulina, presente en diversos grupos de
hongos (Hubbard et al.,, 1982). También resulta imprescindible en el
control de permeabilidad de membranas, transporte de iones, azicares Y
aminoacidos.

El manganeso, es requerido en las reacciones que involucran la
transferencia de grupos fosfato, mientras que el zinc, es un componente
funcional de una gran variedad de enzimas fungicas, ademas de afectar la
produccidon de una gran variedad de metabolitos de importancia biolégica e
industrial (Garraway y Evans, 1984).

Para determinar la posible influencia de diversos cationes sobre la
actividad enzimatica, se realizd una primera experiencia en la que se
verificd si la actividad enzimatica era afectada por la ausencia de cationes,
o por la adicion de varios de ellos en conjunto (Ca2*, Mg?+, Mn2+, Zn2- ).

Para lograr la fuente enzimatica carente de cationes se utilizo el quelante
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EDTA en una concentracion 10 mM. Estos dos tratamientos fueron siempre
cotejados con un control, que consistio siempre en el sobrenadante de
cultivo tal cual era recogido. luego de ser cosechado el cultivo, el dia de
maxima actividad enzimatica.

Para la endo B-D 1,4 -glucanasa, como se puede observar en la figura
40, la ausencia de cationes afecta marcadamente la actividad enzimatica.
Con el agregado de EDTA, la actividad enzimatica disminuye un 70%. Al
agregar los cationes en conjunto, la actividad enzimdatica también
disminuye, pero solamente un 30%.

Lo mismo sucede con las otras dos enzimas del complejo celulolitico.
Tanto la exo B-D 1,4 glucanasa como para la B-glucosidasa, son afectadas
tanto por la adicion como por la falta de cationes del medio.

La exo B-D 1,4 glucanasa, al igual que la endoglucanasa se ve mas
afectada por la ausencia de cationes, mientras que la actividad B-
glucosidasa, presenta menor actividad residual al adicionar los cationes al
crudo enzimatico, es decir con altas concentraciones de éstos.

Para Fusarium oxysporum var. melonis (Alconada, 1992), la

actividad del sistema celulolitico se vié afectada al experimentar la
influencia de diferentes iones. El manganeso fue levemente estimulatorio
para la actividad B-glucosidasa. El zinc, el mercurio y el cobre, inhibieron,
en parte la actividad del sistema, mientras que los tratamientos con EDTA,
calcio, magnesio y sodio, no tuvieron ningun efecto.

Al estudiar luego, en una segunda experiencia el efecto de los cationes
por separado sobre la actividad enzimatica, se observo que para la endo
glucanasa, los cationes que inhibieron su actividad fueron el Mn2+ y el Zn2-
(figura 41). Por el contrario, al agregar Caz* 6 Mg?+, la actividad residual
obtenida alcanza casi el 100%, solo levemente inferior a la actividad

obtenida con el control (sin agregado alguno).
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Figura 40 : Actividad enzimatica del sistema celulolitico en tratamientos con y sin
iones en el medio.
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Fihura 41 : Efecto de iones sobre |a actividad enzimatica del sistema celulolitico.
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Para la actividad B-glucosidasa, se observo tambien un efecto negativo
tanto del Mn2- como del Zn2-, estos dos cationes suprimieron por
completo la actividad de esta enzima. Sin .embargo al adicionar Ca?- la
actividad enzimatica encontrada fue inclusive mayor que la del control. Al
agregar Mg2-, la actividad residual se mantuvo en los niveles del control
(sin agregado). El efecto del calcio puede deberse a que este es un agente
estabilizador de enzimas y el magnesio puede ser requerido como cofactor
para que la enzima se mantenga activa. Como era de esperar, al agregar
EDTA, que elimina los cationes del medio, la actividad enzimatica
disminuyo considerablemente, al igual que al agregar todos los cationes en
conjunto como ya habia sido observado anteriormente.

La enzima exoglucanasa, se comporta de manera similar a la
endoglucanasa, es afectada negativamente pdr el Mn2+ y el Zn2+, y mucho
menos drasticamente por el Ca2* y el Mg2-. La diferencia se encuentra, en
que para la exoglucanasa, el Mn2- disminuye mas que el Zn2+ la actividad
enzimatica (lo contrario sucede con la endoglucanasa).

Para Nectria catalinensis (Pardo y Forchiassin, 1995) el sistema

celulolitico producido, no requiere de la presencia de ningun i6n, pero que
al estar estos en altas concentraciones (superiores a las utilizadas en los
medios de cultivo regulares para la produccion enzimatica) el efecto resulto

ser inhibitorio.

R.5.1.2.- EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.
Para la actividad endo B-D 1,4 glucanasa, el pH 6ptimo de reaccion es
5. Al aumentar el pH, la alcalinizacion del medio la afecta levemente ya que

a pH 10 ésta retiene un 67% de su actividad original (ver figura 42 a).
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Figura 42 : pH 6ptimo. del sistema celulolitico(a) endoglucanasa; (b) exoglucanasa; (c)

B-glucosidasa.
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Al igual que para la endoglucanasa, para la exo B-D 1,4 glucanasa el
pH optimo de reaccién resultd ser 5 como se puede observar en la figura
42 b. Su actividad se mantiene. decayendo en el rango de pH entre Sy 10.

En el caso de la B- glucosidasa, el pH optimo de reaccion también

resultd ser 5 (ver figura 42 ¢), al igual que para Aspergillus niveus (Saad et

al., 1993; Ortega, 1985; McHale y Coughlan, 1981) y para el resto de los

componentes del sistema celulolitico de Ascobolus gamundii.

Es bastante generalizado, para los componentes del sistema
celulolitico, que el pH optimo para esta enzimas sea alrededor de 5.
Podemos encontrar en la bibliografia, varios ejemplos que asi lo

demuestran. Tal es el caso de Neurospora crassa (Yazdi et al., 1990),

Aspergillus nidulans (Bagga et al.,1990), Nectria catalinensis (Pardo y

Forchiassin, 1999 a y b), entre otros.

R.5.1.3.- EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA.
R.5.1.3.1.- TEMPERATURA OPTIMA.
La temperatura optima para la endo B-D 1,4 glucanasa es de 50 °C
(ver figura 43 a). Sin embargo, a los 70 °C ésta sélo pierde un 30% de
actividad, demostrando que las altas temperaturas que debe soportar en la
naturaleza no logran inactivaria por completo. Esta alta temperatua optima
es caracteristica de enzimas extracelulares, y ya han sido encontradas para
otros hongos como es el caso de Aspergillus candidus (Ortega, 1985).
Para la exo B-D 1,4 glucanasa, la temperatura dptima también resulté

ser de 50 °C, al igual gue para la endoglucanasa (ver figura 43 b). Tambien

en este caso se observa una tendencia a la resistencia térmica (exigida
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seguramente por la naturaleza) ya que a 60 °C la actividad enzimatica sdlo
disminuyo un 7%.

Como era de esperar, la temperatura optima para la B- glucosidasa,
también resultdo ser de 50 'C como se observa en la figura 43 c. A
diferencia de los casos anteriores, para la P-glucosidasa, la actividad
enzimatica si disminuye bastante al mediria a 70 °C.

Entre hongos productores de complejos enzimaticos extracelulares, se
ha encontrado que para el sistema celulolitico, en varios casos la

temperatura optima de reaccion es de 50 °C. Tal es el caso de Fusarium

oxysporum (Alconada, 1992) y N. crassa (Yazdi et al., 1990), entre otros.

R.5.1.3.2.- TERMOESTABILIDAD.

Para la endo B-D 1,4 glucanasa, se puede decir que globalmente, en el
crudo enzimatico su actividad es relativamente estable durante 24 horas a
temperaturas de hasta 50 °C conservando mas de un 30% de su actividad
como se puede observar en la figura 44 a. Sin embargo a 60 °C ésta pierde
mas rapidamente su actividad.

A temperatura ambiente, la actividad de la endoglucanasa es muy
estable ya que a las 24 horas de incubacion a 25 °C retiene mas de un 50%
de su actividad.

A la temperatura 6ptima para la reaccion enzimatica (50 °C), a las seis
horas de incubacion solo pierde un 40% de actividad enzimatica. Recién a
los 60 °C se ve afectada su actividad enzimatica, ya que en sélo 10 minutos
pierde el 60% de su actividad.

La exoglucanasa (figura 44 b) resulté ser la enzima mas estable del
sistema celulolitico. Retiene un 40% de su actividad a las 24 horas de
incubacion a 50°C y un 80% de actividad en el mismo tiempo de incubacion

a 40°C.
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Figura 44 : Termomresistencia del sistema celulolitico. (a) endoglucanasa; (b)
exoglucanasa; (c) B-glucosidasa.
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La estabilidad de estas enzimas para resistir la inactivacion térmica, es
caracteristica de las enzimas extracelulares que como se menciond
anteriormente deben permanecer activas en las condiciones de!l medio
natural, desprotegidas del medio intracelular en que se encuentran otras
enzimas que obviamente resultan mas sensibles a estos parametros fisicos.

Para la B- glucosidasa, como se ve en la figura 44 ¢, su actividad
enzimatica se ve severamente afectada a los 60 "C. A los 10 minutos de
permanecer a 60 °C, pierde un 87% de su actividad enzimatica y para las
tres horas ya no se detecta actividad enzimatica alguna.

Sin embargo, a temperaturas menores, su actividad si resulta estable
por un-as 12 horas. A 50 °C su resistencia es mucho mayor que a los 60°C,
ya que a las tres horas de incubacion retiene un 649% de actividad.

A temperatura ambiente (25 °C) es capaz de mantener hasta un 47% de
su actividad enzimatica a las 24 horas.

La baja resistencia térmica a 60°C, a pesar de tener una temperatura’

optima de reaccion alta, también se registro para Neuwrospora crassa
(Yazdi et al., 1990) y para S. saccoboloides (Magnelli et al., 1996).

Sin embargo, existen también, ejemplos de hongos cuya actividad B-
glucosidasa resuitd ser muy termoestable, tornando dicho organismo
importante desde el punto de vista comercial. Tal es el caso de la cepa RMF

7883 de Aspergillus niveus (Taj-Aldeen y Alkenany, 1992).

R.5.1.4.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA.
R.5.1.4.a.- SATURACION POR SUSTRATO.

En la figura 45 se muestra, la pérdida de la linealidad en las reacciones
enzimaticas del complejo celulolitico al variar la concentracién del sustrato

y los tiempos de incubacion.
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Para la endoglucanasa, la reaccion pierde linealidad a los 30 minutos
de incubacion. Este dato es importante al medir actividad enzimatica ya
que en reacciones con incubaciones de mas tiempo podemos tener un dato
con un error por defecto. La concentracion a la que se logro una saturacion
fue de5 mg CMC.ml, al utilizar 9 mg CMC/ml no hubo un aumento en la
actividad enzimatica, por lo tanto esta concentracion es la que se tomo, por
lo tanto para realizar su determinacion en los diferentes crudos a ensayar.

Para la exoglucanasa, la reaccion mantiene su linealidad hasta los 30
minutos, con lo cual, esta reaccion puede ser medida a tiempos mas
largos. La saturacion por sustrato se logré con 1% CC (figura 45 b).

Finalmente, para la B-glucosidasa, el tiempo elegido para realizar las
reacciones fue de 30 minutos (figura 45 c). 0,1 mg p-nitrofenil-p-D-
glucopiranosido/ml resultd ser la concentracion de sustrato que satura esta

actividad para A. gamundii cuando crece en celulosa cristalina como

fuente de carbono.

R.5.1.4.b.- CONSTANTE DE MICHAELIS MENTEN ( Km ) y VEL. max.

Al graficar la inversa de los valores de la actividad enzimatica de la
endoglucanasa en funcion de la inversa de la concentracion de sustrato
(carboximetil-celulosa), se obtuvo una Km de 7.14 mg/ml por el método
de dobles reciprocas de Lineweaver-Burk. Con este mismo método se
calculé una velocidad maxima de 0.4 umol glu/min.mg de prot., como se
muestra en la figura 46 ai.

Estos mismos parametros fueron calculados por el método de Eadie-
Hofstee, siendo los valores obtenidos 7.22 mg/ml y 0.4 ymol glu/min.mg.

de prot. respectivamente ( ver figura 46 aii).
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El valor de Km resultd mayor que los encontrados para Nectria
catalinensis (1.73 mg;ml), Aspergillus candidus (2.3 mg/ml) vy
Arthrobotrys oligospora (5.04 mg;ml), (Pardo y Forchiassin, 1999b). Sin

embargo, hay que tener en cuenta que en este caso, estos parametros
fueron determinados en el crudo enzimatico, sin ningun paso de
purificacion previo. Habiéndose obtenido un Km mayor, resulté ldgico el

valor de Vmax menor obtenido para A. gamundii, ya que el de N.
catalinensis fue de 0.47 uuol glu/min.mg. de prot. (Pardo y Forchiassin,

1999b).

Pz;ra la exoglucanasa, como se muestra en la figura 46 bi, los valores
de Km y Vmax calculados por el método de Lineweaver-Burk fueron 5.1 mg
CC/ml y 0.34 pymol glu/min.mg. de prot. respectivamente. Al calcular
nuevamente estos parametros por el método Eadie-Hofstee, los resultados
fueron 5.6 mg CC/ml y 0.34 umol glu/min.mg. de prot. Respectivamente
(figura 46 bii).

Para la B-glucosidasa, por el método de las dobles reciprocas los
valores de Km y V max que se muestran en la figura 48 a, son 0.26 nM
PNF/ml. y 0.45 umol PNF/min.mg. de prot. respectivamente. Los mismos
valores fueron obtenidos al utilizar el método de Eadie-Hofstee (figura 46 ¢
iy ii).

El valor de Km obtenido asi como la Velmax resulté similar al obtenido

para otros hongos como ANeurospora sitophila (0.28mM y 0.6 umol
PNF/min.mg) (Oguntimein y Moo Young, 1991) y N. catalinensis

(0.26 mM y 0.24 umol PNF/min.mg) (Pardo y Forchiassin, 1999a).

Se registraron también valores mayores de Km para varios hongos

como T. reseei 2,5 mM (Gong et al., 1977), A. terreus 0.78 mM (Wokman
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y Day, 1982), A. niger, 1.03 mM (De~kker, 1986) y A. fumigatus;, 0.59 mM

(Waste et al., 1985).

Sin embargo, se determinaron valores menores de Km para

T.emersoni 0.14 mM (McHale y Coughlan, 1981) y para Fusarium
oxysporum 0.19 (Alconada, 1992). En el caso de 7. emersoni, la Velmax

obtenida resulto, logicamente mayor (35.4 pmol PNF/min. mg), indicando

que estas enzimas tienen mayor afinidad por el sustrato que la de A.

gamundii.

R.5.2.- COMPLEJO XILANOLITICO.
R.5.2.1.- EFECTO DE CATIONES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

El 100% de actividad enzimatica solo se obtuvo con el crudo
enzimatico no tratado. Tanto al agregar EDTA como la mezcla de cationes
en conjunto, la actividad enzimatica se ve disminuida (ver figura 47).

Al ensayar los efectos de los cationes por separado sobre la actividad
enzimatica de la endoxilanasa (ver figura 48), se confirma al igual que en la
experiencia anterior que el agregado de EDTA es el que inhibe con mayor
contundencia la actividad enzimatica.

Al agregar Mg?-, la actividad enzimatica es casi igual a la del
tratamiento control. Luego, con los otros cationes la actividad enzimatica
va disminuyendo. Tanto con CaZ- como con Mn2+ la actividad residual es
de 75%, mientras que con Zn2* disminuye a un 61%. Es de destacar que
ninguno de los cationes que disminuyen la actividad enzimatica de la
endoxilanasa lo hacen muy drasticamente ya que con los cationes

individualmente la menor actividad obtenida fue de un 60%.
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Figura 48 : Efecto de iones sobre la actividad enzimatica de la endoxilanasa
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R.5.2.2.- EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Para la endoxilanasa, representante del sistema xilanolitico, el pH
optimo de reaccién es 5, segun se puede observar en la figura 49 a. Este
coincide con el pH optimo encontrado para las enzimas componentes del
sistema celulolitico, y es de esperar ya que en la naturaleza ambos
complejos se liberan al medio en condiciones tanto fisicas como
ambientales similares, debido a que los sustratos, siendo complejos,
contienen tanto celulosa como hemicelulosas en intima relacion. Este

mismo pH o6ptimo fue registrado para Trichoderma /longibrachiatum

(Chen et al.,1997).

El complejo xilanolitico extracelular esta mayoritariamente
representado por la actividad endoxilanasa, ya que como se probo en el
punto 4 de esta seccion, la actividad extracelular de la B- xilosidasa es muy
pobre.

Al medir su actividad a diferentes pH, para encontrar el optimo, se
registré un nivel muy bajo de actividad (0.2 UE) que no mostro variaciones
con los cambios de pH.

Al ensayar luego, las diferentes temperaturas de reaccion, los
resultados fueron igualmente pobres, por lo que se decidid conveniente no

proseguir con el estudio de los parametors cinéticos de esta enzima.

R.5.2.3.-EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA.
R.5.2.3.1.- TEMPERATURA OPTIMA.

Para la actividad de la endoxilanasa, la temperatura oOptima de
reaccion, también resulté ser de 50 °C. al igual que para el sistema
celulolitico (ver figura 49 b). Sin embargo, para esta enzima, la actividad

enzimatica registrada a 60 *Cy 70 °C resultd mucho menor.
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optima; (c) Termoestabilidad.
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R.5.2.3.2.- TERMOESTABILIDAD.

La actividad enzimatica de la endoxilanasa, luego de los diferentes
tratamientos térmicos, resultd la mas elevada de los tres complejos
enzimaticos estudiados como se ve en la figura 49 c.

A temperatura ambiente (25 °C), esta enzima retuvo un 95% de su
actividad enzimatica luego de 36 horas de incubacion; y un 66% en el
mismo tiempo a 40 °C.

A temperaturas mayores la actividad enzimatica se va perdiendo
lentamente, pero aun se puede registrar algo de actividad a las 36 horas de
mantener el crudo enzimatico a 60 °C.

A-la temperatura optima para la reaccion enzimatica (50 °C) se pudo
registrar un 90% de actividad residual a las 12 horas de incubacion.

A las 72 horas de incubacion, sélo se detectd actividad enzimatica a

los 25 °C y 40 °C de temperatura.

R.5.2.4.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA.
R.5.2.4.a.- SATURACION POR SUSTRATO.

Como se puede observar en la figura 50 la actividad de la

endoxilanasa para A. gamundii se satura a los 2 mg xilano/ml, luego de lo

cual se llega a un plateau donde no varia mas la actividad enzimatica.
La reaccion se mantiene lineal solo por 15 minutos, luego de lo cual la
velocidad empieza a decaer. Medir esta actividad incubando la reaccion a

tiempos mayores nos daria un error por defecto.

R.5.2.4.b.- CONSTANTE DE MICHAELIS MENTEN ( Km ) Y VEL. max.
Para la endoxilanasa, el calculo de la constante de Michaelis Menthen

(Km) segun el método de las dobles inversas de Lineweaver-Burk didé un
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Figura 50 : Actividad endoxilanasa en funcion de la concentracion de sustrato.
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valor de 3.95 mg de xilano/ml, segtn se muestra en la figura 51 a, con una
velocidad maxima de reaccion de 0.78 pmoles glu./min.mg. de
proteinas.Al calcular las mismas variables segun el método de Eadie-
Hofstee, se obtuvo un Km de 3.23 mg./ml y una velocidad maxima de
reaccion de 0.65 umoles glu./min. mg. de proteinas. como se muestra en
la figura 51 b.

El valor de Km obtenido para A. gamundii para la endoxilanasa se

encuentra dentro del rango de valores de Km encontrados para otros

hongos. Para Talaromyces emersonii este valor se encuentra entre

0.4mg/ml y 13.3 mg/ml (Tuohy et al., 1994). Es un valor inferior al del Km

encontrado para Trichoderma reesei que resultd entre 14.8 y 22.3mg/ml|

segun la fuente de xilano que se utilizara (Tenkanen y Ohno, 1992); y

mayor al de Trichoderma koningii que posee un Km de 0.7mg/ml

(Huang et al., 1991).

R.5.3.- COMPLEJO AMILOLITICO.
R.5.3.1.- EFECTO DE CATIONES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

El sistema amilolitico se monitoreo, a través de la actividad global del
sistema, sin hacer distinciones entre las enzimas componenetes del
sistema (x- amilasa y glucoamilasa principalmente). La actividad del
complejo no se ve fuertemente afectada por la adicion del coctel de
cationes (figura 52 a). Al agregar EDTA, en la concentracion utilizada en
esta experiencia, la actividad enzimatica se inhibidé totalmente. Este efecto
inhibitorio del EDTA sobre la actividad amilolitica ha sido reportado

también para Mucor sp. (Mohapatra et al.,, 1998). Esta inhibicion puede

deberse a que la enzima ox-amilasa, componente del sistema, es una
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Figura 51: Determinacion de Km y velocidad maxima de reaccion para la
actividad endoxilanasa. (a) método de Lineweaver-Burk; (b) método de
Eadie-Hofstee.
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enzima dependiente del calcio para su actividad. Al quelarse el calcio que
ésta necesita, su actividad es fuertemente disminuida, ocasionando una
fuerte caida en la actividad global del complejo enzimatico.

Al agregar el resto de los cationes por separado, la actividad
enzimatica no fue negativamente afectada por ninguno del ellos (figura 52
b). En todos los casos, las actividades enzimaticas valoradas resultaron
igual o incluso mayores que las obtenidas con el control.

Se han registrado aumentos en la actividad enzimatica de las amilasas

de Aspergillus flavus en la presencia de K- (Aboud Zeid, 1997). Sin

embargo esta misma enzima presenta una menor actividad enzimatica en

presencia de Mn 2+, Zn 2~y Fe 2-,

R.5.3.2.- EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Al medir la actividad enzimatica del sistema amilolitico con el método
de Somogyi - Nelson, se detecta en el sobrenadante la presencia de
azucares reductores. De esta manera, no se puede diferenciar entre las
diferentes enzimas componentes de dicho sistema. De esta manera, como
se ve en la figura 53 a, para el sistema amilolitico asi medido, el pH éptimo
resulta ser 6.

Luego de haber detectado la presencia de o-amilasas y glucoamilasas
como componentes del complejo amilolitico, se decidi6 estudiar los
parametros cinéticos en cada una de ellas independientemente.

Para la actividad «- amilasa, el pH optimo resulté ser 6 (igual que el
obtenido para el complejo en general) como se ve en la figura 53 b. Lo
mismo ocurrio con el pH optimo de la glucoamilasa que también produjo la
mayor actividad enzimatica a las 6 unidades (figura53 c).

En general los registros de pH 6ptimos para la actividad amilolitica,

tanto de a-amilasas como de glucoamilasas se encuentra en el rango entre
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Figura 52 (a) : Actividad enzimatica de las amilasas en tratamientos con y sin
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Figura 52 (b) : Efecto de iones sobre la actividad enzimatica de las amilasas.
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5y 6 de pH ( Khoo et al.,1994; Mishra et al.,1996; Olasupo et al., 1996;
Mohapatra et al., 1998).

R.5.3.3.- EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA.

R.5.3.3.1.- TEMPERATURA OPTIMA.

Al determinar la temperatura Optima de reaccion del sistema
amilolitico, sin diferenciar entre las diferentes enzimas componentes del
sistema, se ve (figura 54 a) que su actividad aumenta al aumentar la
tremperatura hasta alcanzar su mayor actividad enzimatica a los 60 °C. Esta
temperatura optima result6 mayor que las encontradas tanto para el
sistema celulolitico como para el sistema xilanolitico.

Al verificar la temperatura optima para la actividad glucoamilasa, esta
coincidio en los 60 °C, con la del complejo en general (ver figura 54 c). Sin
embargo al medir la temperatura optima de la actividad a«-amilasa, esta fue
menor. La x-amilasa llega a su mayor actividad enzimatica a loa 50 °C (ver

figura 54 b), al igual que los complejos celuloliticos y xilanoliticos.

R.5.3.3.2.- TERMOESTABILIDAD.

Al estudiar la estabilidad del complejo frente a la temperatura, se
obtuvieron los resultados que se muestran en la figura 55 a.

Hasta las 12 primeras horas de incubaéién del crudo enzimatico, el
complejo amilolitico se mantuvo estable. A las temperaturas menores
(25 °C y 40 °C), se mantuvo una actividad residual de un 80% de la original.
A temperaturas mayores (50 °C y 60 °C), sélo se perdidé un 50% de dicha
actividad enzimatica. Se vuelven a reflejar aqui, las caracteristicas tipicas de
resistencia de las enzimas extracelulares producidas por los hongos.

Como se puede ver en la figura 55 ¢, para la glucoamilasa, se observa
que su actividad se mantiene estable a bajas temperaturas (25 °C) hasta las

48 horas posteriores a su incubacion, reteniendo hasta un 50% de
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Figura 55 : Termoestabilidad. (a) Amilasas medidas por azicares reductores; (b)
Actividad a-amilasa; (c) Actividad glucoamilasa.
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actividad. A esta temperatura, la actividad se mantiene intacta durante la
primera hora y media y recién entonces comienza a disminuir lentamente.

Sin embargo, a 60 °‘C y 70 °C, la actividad enzimatica decae ya
rapidamente a partir de los 10 minutos de permanecer a estas altas
temperaturas.

En la figura 55 b, se puede observar la respuesta de la actividad o-
amilasa a la incubacion a las diferentes temperaturas.

La actividad «-amilasa resultdé mas estable que la glucoamilasa, ya
que se obtuvo una actividad enzimatica residual del 40% para las tres
temperaturas ensayadas en esta experiencia (23 °C, 50 °C y 70 °Q), al cabo

de 72 horas de incubacion.

R.5.3.4.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA.
R.5.3.4.a.- SATURACION POR SUSTRATO.
El complejo amilolitico fue caracterizado segun sus dos componentes
enzimaticos, la glucoamilasa y la a-amilasa también en estas experiencias.
Para el sistema amilolitico en general, la actividad enzimatica se saturo
a los 20 g/l de almiddn y la reaccion perdio linealidad a los 15 minutos de
incubacion (figura 56 a). Para la «o-amilasa (figura 56 b), se obtuvo una
saturacion de la actividad enzimatica con 0.25 mg almidon/mi, al igual que
con la glucoamilasa. Sin embargo, la linealidad se pierde antes con la «-
amilasa. La linealidad de la reaccion para la glucoamilasa (figura 56 c) se
mantiene hasta los 30 minutos mientras que en el caso de la a-amilasa,

solo se mantiene por 15 minutos.
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R.5.3.4.b.- CONSTANTE DE MICHAELIS MENTEN ( KM ) Y VEL. max.

En la figura 57 ai, se muestra la representacion de las dobles
reciprocas de Lineweaver-Burk para la a-amilasa, de donde se obtiene un
Km de 0.62 mg,; ml y una velocidad maxima de 2.12 UE/mg. de proteinas.

Segun el método de Eadie-Hofstee (figura 57 aii) el Km obtenido fue
de 0.6 mg/ml y la velocidad maxima de reaccion de 2.16 UE/mg. de
proteina.

Los valores de Km registrados para la «-amilasa de origen animal,
vegetal y microbiano (incluyendo hongos y bacterias) se encuentran en un
rango aproximado entre 1.8x10¢ y 6.5x10-2 mg/ml (Manning y Campbell.,

1961). Para una a-amilasd purificada a partir de un cultivo de Aspergillus
flavus ( Khoo et al., 1994) el Km resulto de 0.5mg/mi de aimidén.

Para la glucoamilasa el Km resultdo de 0.014 mg/ml con los dos
métodos empleados para calcular dicha variable (figura 57 b i y ii). La
velocidad maxima de reaccion obtenida segin el método de Lineweaver-
Burk fue de 1.23 umol glu./min.mg de proteinas y de 1.28 umoles
glu./min.mg de proteinas segun el método de Eadie-Hofstee.

Para Fusidium sp. BX-171, un imperfecto, el Km obtenido para la

glucoamilasa producida resulté de 0.044 % almiddn soluble, creciendo en

un medio con glicerol (Ohno et al.,, 1992) y para Thermomyces

lanuginosus el Km obtenido fue de 0.04 mg/ml (Mishra et al., 1996).
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Figura 57: Determinacion de Km y velocidad méxima de reaccion. (a) amilasas
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R.6.- ISOENZIMAS

Las técnicas electroforéticas en geles de poliacrilamida tienen como

objetivo detectar, si es que existen, las multiples formas enzimaticas que

componen los diferentes complejos enzimaticos estudiados.

R.6.1.- SISTEMA CELULOLITICO
R.6.1.1.- FUENTE DE CARBONO: celulosa cristalina.

Para revelar la actividad de la B-D 1,4 endoglucanasa los
sobrenadantes elegidos se corrieron en las condiciones detalladas en la
seccion 10 de materiales y métodos, utilizando un gel de poliacrilamida de
poro 8%, los resultado§ se muestran en la figura 58.

Se sembraron los sobrenadantes provenientes de un medio con
celulosa cristalina como fuente de carbono de los dias 8 y 24 de cultivo.

Se detectaron cuatro isoenzimas para el dia 8 y cinco para el dia 24..
Tres de las isoenzimas que aparecen son las mismas. El dia 8 aparece una
isoenzima caracteristica de Rf 7.2 ; mientras que el dia 24 se encuentran
otras dos bandas propias de este dia de Rf 36 y Rf 44. Este patron de
evolucion de isoenzimas en funcion del tiempo, en el que a medida que
este transcurre aparecen mayor cantidad de formas enzimaticas, ya ha sido

reportado para otro hongo de la familia, Saccobolus saccoboloides

(Magnelli, 1998), sugiriéndose que las nuevas isoenzimas fueran
modificaciones de las sintetizadas en un inicio.
Las diferentes isoenzimas detectadas para la -D1,4 endoglucanasa a

los 8 y 24 dias de incubacion coinciden con diferencias en el medio de

cultivo entre estos dos dias. El dia 8 Ascobolus gamundii se encuentra en

la etapa de crecimiento exponencial, con un pH en el medio de 6.8,
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ZIMOGRAMA ENDOGLUCANASA.
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Figura 58: Electroforesis en gel de poliacrilamida 8% con SDS.
Overlay- CMC 0.1%- Tincién para endoglucanasa.
Calle 7: Marcadores de peso molecular. Tincion Coomasie.
F: seroalbumina bovina (66.000) Rf: 48; H:albumina-chiken egg-(45.000)
Rf: 68.00; I: anhidrasa carbodnica (29.000) Rf: 81.6
Calle 2- Sobrenadante de CC dia 8. A: Rf 7.2; B: Rf 8.56; C: Rf 20.8; G: Rf 64.8.

Calle 3: Sobrenadante de CC dia 24. B: Rf 8.56; C: Rf 20.8; D: Rf 36; E: Rf 44: G:

Rf 64.8.
Calle 4: Sobrenadante de xilano dia 24. C: Rf 20.8; D: Rf 36.

Calle 5: Sobrenadante de almidén dia 24. B: Rf 8.56; C: Rf 20.8
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mientras que para el dia 24, ya ha comenzado la etapa de autolisis, en la
gue se liberan al medio productos de metabolismo celular que alcalinizan
el medio (pH 10). Esta diferencia de pH, podria estar regulando las formas
enzimaticas que se sintetizan en presencia del sustrato inductor, para
llevar a cabo la hidrdlisis mas efectiva de dicho sustrato. Este tipo de

regulacion de las formas isoenzimaticas extracelulares ya ha sido descrito

para Talaromyces emersonii ( McHale & Coughlan, 1981).

La falta de una banda no debe tomarse como la ausencia absoluta de
esa forma enzimatica, ya que puede ser que esta se encuentre pero en muy
baja concentracion, o que este adsorbida al sustrato insoluble, de manera
tal que no pueda ser detectada por el método de revelado.

La validez de los zimogramas reside en aquellas bandas que si
aparecen o aparecen con diferente intensidad ( siempre y cuando se utilice
un método cuantitativo de siembra), indicando que existe una regulacién
en la producciéon de dicha forma enzimatica. La alteracion en el patron de
bandas de actividad enzimatica durante los diferentes estadios de
crecimiento puede deberse a diferentes factores : i) cambios en el pH que
pueden causar la inactivacion de ciertas formas enzimaticas y/o estimular
la secrecion al medio de otras, ii) accion parcial proteolitica de una forma
enzimatica preexistente, iii) liberacion de formas enzimaticas diferentes
que se encontraban adsorbidas al sustrato o al micelio y que al acabarse
este, fueran liberadas ( Labudova y Farkas, 1983).

La actividad p-glucosidasa fue detectada solo en geles de menor poro
ya que al tener un mayor peso molecular requerian un gel de poro mas
laxo. Al ser sembradas en un gel de poro mayor (8%), la actividad
enzimatica revelada luego, quedaba siempre en el origen de siembra.

Dado que el poro de los geles era menor (5%), al revelar la actividad

enzimatica de la p-glucosidasa los resultados fueron menos nitidos (figura
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59). En este gel de poro tan laxo la actividad enzimatica tiende a difundir
por el gel, obteniéndose una banda final demasiado ancha. Esto no
descarta la existencia de mas de una forma enzimatica. En otras especies
se han detectado varias isoformas para la actividad B-glucosidasa, como

ser en Sporotrichum termophile ( Bhat et al., 1993), Trichoderma reesei
(Mach et al., 1995) y Aspergillus terreus ( Singh et al.,, 1996), por

ejemplo.

Para Ascobolus gamundii al crecer con celulosa cristalina como

fuente de carbono, el sistema celulolitico esta compuesto por al menos
seis formas de la p-D1,4 endoglucanasa de peso molecular mayor a
45000KD y por al menos una forma enzimatica de la B-glucosidasa de

mayor peso molecular aun.

R.6.1.2.- OTRAS FUENTES DE CARBONO: xilano y almidén.

Dado que se comprobd la sintesis de B-D1,4 endoglucanasas en medios
con diferentes fuentes de carbono ( seccién 1 y 2.1 de resultados), aun
cuando esta no fuera el sustrato especifico propuesto para esta enzima, se
decidid estudiar qué formas enzimaticas se sintetizaban en cada caso. Para
ello se sembré en los geles sobrenadantes provenientes de diferentes
medios de cultivo y se procedido a revelar el gel como se muestra en la
figura 58 ( revelando actividad de endoglucanasa).

Para ambos medios, tanto con xilano como con almidon, las
isoenzimas detectadas se correspondieron a isoenzimas ya detectadas al
sembrar los sobrenadantes provenientes de celulosa cristalina. La
diferencia radico en el numero de isoenzimas presentes en estos medios.

Este resultado nos indica que si bien estas fuentes de carbono pueden
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ZIMOGRAMA B-GLUCOSIDASA.

dores  (d.8) (d.24) (d.24) (d.24) Siembra

Fte. de corrida

Figura 59: Electroforesis en gel de poliacrilamida 5% con SDS.
Tincion para revelar actividad B-glucosidasa.
Calle 1: Marcadores de peso molecular. Tincion Coomasie.
B: ureasa (110000) Rf 29.6
Calle 2: Sobrenadante de CC dia 8. B: Rf 48.27.
Calle 3. Sobrenadante de CC dia 24. B: Rf 48.27
Calle 4: Sobrenadante de xilano dia 24.
Calle 5: Sobrenadante de almidon dia 24. B: Rf 48.27.
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inducir el sistema celulolitico, no imitan por completo la presencia del
inductor natural, la celulosa.

Para el sobrenadante proveniente de xilano del dia 24 de cultivo, se
detectaron dos isoenzimas para la 3-D1,4 endoglucanasa con Rf 20.8 y Rf
36 respectivamente.

Para el sobrenadante proveniente del medio con almidon, también del
dia 24, las isoenzimas detectadas fueron las de Rf 8.56 y Rf 20.8. Esta
ultima banda es comun a todos los inductores.

Como se puede ver, en estos medios se sintetizaron un menor
numero de isoenzimas para la B-D1,4 endoglucanasa, lo que concuerda
con una menor actividad enzimatica en los sobrenadantes utilizados
(recordemos que la mayor actividad se obtuvo en el medio con celulosa
cristalina como fuente de carbono).

Otros factores que pueden influenciar la sintesis diferencial
isoenzimas en diferentes medios de cultivo, podrian ser los productos de
hidrélisis que serian diferentes en cada caso particular. Obviamente en
estos casos los productos de hidrélisis de estos polimeros difieren de los
producidos a partir de celulosa, con lo cual, es razonable que existan
diferencias en la induccién del sistema enzimatico.

La regulacion del sistema celulolitico esta aun hoy en dia en estudio y
se proponen diferentes hipotesis para explicarla. Si bien se sabe que es
inducible, la naturaleza del verdadero inductor sigue siendo una incognita.
Se ha reportado la sintesis de celulasas utilizando diferentes fuentes de
carbono como polimeros (celulosa, manano, xilano), disacaridos producto
de la hidrdlisis de los anteriores (celobiosa, manobiosa, xilosa), asi como
otros disacaridos no relacionados (sorbosa, lactosa, maltosa). Mas aun la
induccion del sistema celulolitico estd en estos casos asociada a la

induccion del sistema xilanolitico (Sachslehner et al.,, 1998). Para
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A.gamundii, si bien las celulasas son inducidas en otros medios, las

isoenzimas sintetizadas son las mismas que se sintetizan al utilizar
celulosa cristalina como inductor.

Para la actividad p-glucosiadasa también se sembraron geles de
poliacrilamida con sobrenadantes provenientes de diferentes medios de
cultivo. Como se puede observar en la figura 59, solamente se detectd
actividad enzimatica en uno de los sobrenadantes provenientes del medio
con almidon. Esto concuerda con los datos obtenidos en las curvas de
crecimiento (seccion 1.3 de resultados), donde se veia que en este medio
la actividad B-glucosidasa estaba muy inducida.

Al igual que en el caso anterior, la banda obtenida al revelar esta
enzima fue muy ancha como para detectar formas enzimaticas
independientes, pero de todos modos, coincidid con la obtenida en el caso

del sobrenadante con celulosa cristalina como fuente de carbono.

R.6.2.- SISTEMA XILANOLITICO.
R.6.2.1. FUENTE DE CARBONO: xilano.

Como representante del sistema xilanolitico se eligi6 a Ila
endoxilanasa por dos razones :
1) esta se encuentra con una alta actividad en el sobrenadante de cultivo.
2) al encontrarse en el sobrenadante de cultivo, es mejor para obtener
geles con buena resoluciéon. La B-xilosidasa se encuentra en muy baja
concentracion.

En el sobrenadante del dia 10 de un cultivo de A. gamundii creciendo

en un medio con xilano como fuente de carbono, utilizando un gel de poro
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marca- XIL.. XIL.. CC. AlLM.

dores (d.10)  (d.24) (d.24)y (d.24) Siembra
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Figura 60: Electroforesis en gel de poliacrilamida 8% con SDS.
Overlay- xilano 0.1%- Tincion para endoxilanasa.
Calle 1: Marcadores de peso molecular. Tincion Coomasie.

Fte. de corrida

D: seroalbumina bovina (66.000) Rf 48; E: albumina-chiken egg-(45.000)Rf 68;

F: anhidrasa carbdnica(29.000) Rf 81.6.
Calle 2: Sobrenadante de xilano dia 10. B: Rf 22.5.

Calle 3: Sobrenadante de xilano dia 24. A: Rf 13.7; B: Rf 22.5; C: Rf 29.4.

Calle 4. Sobrenadante de CC dia 24. B: Rf 22.5; C: Rf 29.4.
Calle 5. Sobrenadante de almidon dia 24. B: Rf 22.5.
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8% aparece una sola banda de Rf 22.5 de peso molecular bastante mayor
que 66000 KD como lo demuestran los marcadores de peso molecular
utilizados en esta corrida ( ver figura 60).

Nuevamente, al igual que en el caso de la B-D1,4 endoglucanasa, en
los ultimos dias de cultivo, se detecta un mayor numero de isoenzimas, ya
que para el sobrenadante del dia 24 de cultivo se encontraron tres
isoenzimas. La aparicion de nuevas formas enzimaticas en los ultimos dias
de cultivo, ya ha sido reportado también para la endoxilanasa para

Saccobolus saccoboloides (Magnelli, 1998) y para Humicola insolens
(Dursterhoft et al., 1997) asi como para Aspergillus nidulans (MacCabe et

al., 1997).
En este caso, también se puede sugerir que las nuevas formas
enzimaticas, resulten de modificaciones post traduccionales de las

primeras formas sintetizadas.

R.6.2.2. OTRAS FUENTES DE CARBONO: celulosa cristalina y almidon.
Al sembrar el sobrenadante proveniente de celulosa cristalina del dia

24 de cultivo, se encontraron dos bandas de actividad endoxilanasa (figura

60). Estas bandas también resultaron ser las mismas que las obtenidas

cuando A. gamundii crecié en xilano, las de Rf 22.5; Rf 29.4.

Con el sobrenadante proveniente de un cultivo creciendo en almidon,
como era de esperar, al haber menor induccién, solo se detecté una banda
muy tenue de Rf 22.5.

Al igual que para el sistema celulolitico, cuando se logro la induccion
del sistema enzimatico por una fuente de carbono diferente a la especifica,
el nimero de isoenzimas producidas es menor que las reveladas en el caso

de la induccion especifica.
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R.6.3.- SISTEMA AMILOLITICO.
R.6.3.1.- FUENTE DE CARBONO : almiddn.

Para el sistema amilolitico se tomé como sistema de revelado el de la
a- amilasa. Se eligio un gel de poro 5% ( trama laxa) ya que al utilizar uno
de poro 8% toda la actividad quedd en el origen, debido al alto peso
molecular que poseen estas enzimas.

Al sembrar los sobrenadantes provenientes de un cuitivo con almidén
como fuente de carbono en un gel de poro 5% se detectd, para los dos dias
ensayados ( 10 y 24) un misma banda muy ancha y de baja resolucion, con
un Rf 12 como se ve en la figura 61.

Nuevamente, al igual que en el caso de la B- glucosidasa, debido a la
difusion enzimatica en el gel, la banda de actividad enzimatica se ve
deformada y no permite una resolucion suficiente como para detectar’

posibles isoenzimas con Rf cercanos.

R.6.3.2.-OTRAS FUENTES DE CARBONO : celulosa cristalina y xilano.

Al sembrar el sobrenadante del cultivo creciendo en celulosa cristalina
del dia 24, se detecté solamente una banda muy débil de Rf 12.
Cuando se sembro el sobrenadante proveniente de un cultivo con xilano
del dia 24, no se obtuvo actividad enzimatica alguna al revelar para la
actividad a- amilasa (figura 61). La falta de deteccion de bandas en este
caso, concuerda con la baja concentracion de esta enzima en este medio
de cultivo en los ultimos estadios de crecimiento (ver seccion 1.4.2. de

resultados).
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marca- ALM. ALM. CC.
dores (d.10) (d.24) (d.24)
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XIL.
(d.24)

Figura 61: Electroforesis en gel de poliacrilamida 5% con SDS.

Calle 1: Marcadores de peso molecular. Tincion Coomasie.

B: ureasa (110000) Rf 29.6.
Calle 2: Sobrenadante de almiddén dia 10. A: Rf 12.

Calle 3: Sobrenadante de almidon dia 24. A: Rf 12.
Calle 4: Sobrenadante de CC dia 24: A: Rf 12.
Calle 5: Sobrenadante de xilano dia 24.

Siembra

Fte. de corrida
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Canclusicnes

C.1.- CONCLUSIONES.

Ascobolus gamundii es un organismo coprofilo efectivo en el reciclaje

de los residuos celuldsicos y hemiceluldsicos del estiércol en el que habita.

Se ha probado “in vitro” que es capaz de sintetizar el complejo
celulolitico completo (B-D 1,4 endoglucanasa, B-D 1,4 exoglucanasa y B-
glucosidasa), ciertas enzimas del complejo xilanolitico (endoxilanasa y B-
xilosidasa) y amilasas (x-amilasas y glucoamilasas).

Todas las enzimas extracelulares degradativas son inducidas ya que
cuando A. gamundii crece en un medio con un sustrato complejo (cel.
cristalina, xilano, almidon, etc.) como fuente de carbono, su crecimiento se
ve retrasado al comparalo con el crecimiento en glucosa (asimilacion
rapida). Esto se debe a que debe transcurrir cierto tiempo para que las
enzimas degradativas se sinteticen “de novo” ante la presencia del
inductor.

Todas las enzimas degradativas son inducidas por el sustrato. La
induccion de estas enzimas no resulto especifica. Basta con la presencia de
un sustrato de alto peso molecular como puede ser la celulosa cristalina, el
xilano 6 el almidén, para que se induzcan las enzimas especificas del
sustrato en cuestion asi como otras enzimas degradativas, aunque en
menor proporcion.

Esta induccion generalizada podria ser consecuencia de una

adaptacion de estos organismos al medio, ya que en la naturaleza tanto la
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celulosa, como la hemicelulosa aparecen estrechamente relacionadas
formando parte de los desechos vegetales.

Si bien la glucosa es un inhibidor universal por producto de las
enzimas degradativas (celulasas, xilanasas, amilasas), en A. gamundji, esta
inhibicion es parcial, ya que existe siempre un nivel basal de dichas
enzimas. Este nivel basal de enzimas es el que hace posible la induccién
asegurandose de producir el real inductor soluble capaz de penetrar la hifa
ante la presencia del sustrato complejo e insoluble.

El sistema celulolitico es inducido preferencialmente cuando en el
medio hay celulosa cristalina. Las tres enzimas componentes de este
sistema se sintetizan y son liberadas al medio de cultivo. Al crecer en
xilano, también son liberadas al medio, pero en menor proporcion,
especialmente la B-glucosidasa, que casi no es inducida en este medio,
pero si es liberada al tener almidon como sustrato.

Las amilasas siguen una cinética similar, ya que en presencia de
almidén son fuertemente inducidas. Al crecer en celulosa cristalina o
xilano, también se ven inducidas pero en menor proporcion.

El sistema xilanolitico es también fuertemente inducido ante la
presencia de xilano y en menor proporcion frente a celulosa cristalina y
almidon.

En los medio con xilano, le endoxilanasa estuvo siempre presente en
grandes concentraciones en el medio, mientras que la B-xilosidasa no. La

posibilidad de que se encontrara adsorbidas a las paredes de las hifas fue
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descartada ya que al ensayar su actividad en diferentes fracciones
celulares, el resultado fue siempre muy pobre. Se concluye, por lo tanto,
que A. gamundii posee una muy baja produccion de B-xilosidasa. En la
naturaleza, esto podria ser un factor limitante para que pudiera prosperar,
ya que limitaria la eficiencia de utilizacion de sustratos hemiceluldsicos,

abundantes en el medio en el que vive. Sin embargo, no hay que olvidar

gue estas enzimas son extracelulares y difunden en el medio, y si bien A.
gamundii produce muy poca B-xilosidasa, otro organismo colonizador del
mismo sustrato podria estar produciéndola, permitiendo que A. gamundii

prospere. Una segunda posibilidad seria que A. gamundii tuviera una

permeasa para la xilobiosa, teniendo en cuenta que en los cultivos “in
vitro” con xilano como unica fuente de carbono, su crecimiento resultod
bueno.

En el caso de las enzimas celuloliticas, estas son de ubicacion
extracelular. Ninguna se encuentra adsorbida a las paredes de las hifas. Se
trata de enzimas extracelulares que son exportadas al medio de cultivo
fuera de la hifa y luego difunden hacia el sustrato, haciendo efectiva la
degradacion del sustrato en el que viven.

El crecimiento fue mayor al crecer con glucosa en el medio de cultivo,
l6gicamente por ser esta la fuente mas facilmente utilizable. Al usar
cualquiera de los sustratos complejos el crecimiento, medido como
proteinas de micelio, es menor. Este patron de crecimiento en estos

sustratos (menor y retrasado en el tiempo) es muestra del proceso de
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adaptacion, induccién y sintesis de las enzimas necesarias para utilizar
estos sustratos.

La presencia de los sustratos complejos también inhibio la liberacion .
de proteasas al medio al retrasar la fase autolitica. La presencia tardia de
glucosa en el medio (producto de la hidrolisis de la celulosa cristalina,
xilano, almidon, etc.) retrasa también la autodegradacion.

Al elegir un inductor para producir un determinado sistema
enzimatico, debemos primero aclarar cual es nuestro objetivo final, para
Iuego.elegir el que mejor se adapte a nuestro requerimiento.

Si queremos obtener un buen crecimiento y produccidon enzimatica en
un mismo paso, deberiamos elegir para A. gamundii un medio con celulosa
cristalina o el medio combinado. En estos medios, el crecimiento se
desarrolla muy bien y se produce una buena induccion enzimatica. Este
sistema es muy sencillo, pero el problema en este caso, es que el
crecimiento se ve retrasado, siendo este el factor limitante.

Si queremos acelerar los tiempos, podemos utilizar cultivos de
reemplazo. Crecer el hongo en un medio de crecimiento rapido y una vez
obtenida la masa miceliana transferirla a un medio inductor adecuado. En
este punto se presentan también dos opciones: i) alta produccién de
enzimas extracelulares 6 ii) baja produccion de enzimas extracelulares. En
el caso i), tendremos mayores pasos de purificacion en el caso de querer
extractos puros, una mayor cantidad de enzimas, pero con actividad

especifica menor. Si este es el caso, el inductor elegido seria el CMC. Si
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optamos por la segunda opcion, tendremos menor cantidad de proteinas
extracelulares, menos pasos de purificaciones y una mayor actividad
especifica. Esto lo lograriamos utilizando lactosa como inductor.

Utilizando el medio combinado (CC/xilano) los resultados superaron
lo esperado ya que tanto el crecimiento como la induccion enzimatica
superaron los obtenidos en los medios por separado. Estos resultados
sugieren que existe una interrelacion en la induccion del sistema
celulolitico y xilanolitico, que resultaria l6gico ya que en la naturaleza la
celulosa y el xilano se’encuentran en intima relacion formando parte de las
estructuras vegetales presentes en el habitat en el que crece A. gamundyi.

Al variar la fuente de nitrogeno, una fuente de nitrégeno organica fue
la mas eficiente. Los casaminoacidos resultaron ser la mejor opcion tanto
para la produccion de celulasas, como la de xilanasas y amilasas.

La concentracion 6ptima para la inducciéon del sistema celulolitico es
de 1.75 g/l para la endoglucanasa, y de 1.25 g/l para inducir la
exoglucanasa y la B-glucosidasa. El maximo crecimiento se obtuvo con 2
g/l en el medio de cultivo. Nuevamente, el disefio del medio de cultivo
debera formularse segun el objetivo que uno se proponga alcanzar.

Utilizando asparagina como fuente de nitrogeno se obtuvo una buena
induccion, mientras que con las sales de amonio los resultados fueron muy
pobres.

La utilizacion de surfactantes en el medio de cultivo, como el Tween

80 o el carbopol, resulta perjudicial tanto para el crecimiento como para la
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produccion enzimatica de A. gamundii. El carbopol inhibe el crecimiento,

con la consecuente falta de produccion enzimatica. E! Tween 80,
recomendado en otros casos, resulta poco eficiente para A. gamnudii. Este
podria interferir a nivel de membrana, alterando su fluidez y produciéndo
algun desequilibrio metabolico. Este efecto se produce con cualquier al
utilizar cualquier concentracion de Tween 80.

Los tres sistema enzimaticos estudiados requieren de la presencia de
iones para su funcionamiento. Al tratarse con EDTA, la actividad enzimatica
de los tres sistemas se ve disminuida. Al adicionarse cationes en exceso,
tambien disminuye la actividad enzimatica, asi como con el agregado de
zinc y manganeso. El calcio favorece la actividad de la B-glucosidasa y de
las amilasas y el magnesio favorece la actividad de la endoxilanasa y las
amilasas.

Resumiendo, para formular un medio de cultivo para A. gamundii,
debemos primero detallar nuestro objetivo y luego comenzar a fijar cada
componente segun lo aqui estudiado.

Para lograr optimizar las condiciones de reaccién de las enzimas
estudiadas, se llevo a cabo una caracterizaciéon parcial de estas enzimas en
el crudo enzimatico. Se decidio realizar estas experiencias en el crudo, ya
que al no ser A. gamundii un sobreproductor de estas enzimas
degradativas, su purificacion resultaria muy costosa para cualquier uso
posible, siendo mucho mas efectivo, si se deseara utilizar, tomar el crudo y

elegir un medio adecuado de induccidon enzimatica. Por otra parte ‘dicho
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analisis en el crudo enzimatico nos daria una mejor idea de cémo se
comportan esta enzimas en la naturaleza al actuar “in vivo" sobre su
sustrato natural.

Para el sistema celulolitico, las tres enzimas componentes del sistema
tienen un pH optimo de 5 y una temperatura optima de 50°C y las tres
enzimas soportan al menos 10 horas a 50°C, reteniendo un 50% de
actividad. Los valores de Km y Vel. max. obtenidas estan dentro del rango
hallado para otros hongos, lo que verifica que si bien no son
sobreproductores, su afinidad por el sustrato es similar a las de otros
hongos ya estudiados.

Para el sistema xilanolitico, se caracterizé so6lo la endoxilanasa. Su pH
optimo resultd ser también 5 y 50°C su temperatura 6ptima. Esta enzima
resulto retener hasta un 50% de actividad enzimatica al incubarse hasta 22
horas a 60°C. Su afinidad por el sustrato cae en los valores ya registrados
para otros hongos.

Finalmente, para el sistema amilolitico, se caracterizaron sus dos
enzimas, la «-amilasa y la amiloglucosidasa. Para la o-amilasa, el pH
optimo fue de 6 y la temperatura 6ptima de 50°C. Esta enzima no resulto
ser muy estable a altas temperaturas, ya que perdié 50% de actividad a la
hora de incubacion a 50°C. Para la glucoamilasa, el pH éptimo fue de 6 y
60°C su temperatura oOptima. Esta amilasa tampoco resuité ser

termoestable, ya que perdié 50% de actividad al ser incubada solamente
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durante 15 minutos a 60°C. Los Km y Vel.max. obtenidos para estas dos
enzimas, también caen dentro de los ya reportados para otros hongos.

Los tres sistemas enzimaticos estudiados producen varias isoenzimas
para cada componente enzimatico en el sistema.

Cada enzima de cada sistema presenta bandas propias caracteristicas,
bien definidas que no se superponen con bandas pertenecientes a otra
actividad enzimatica. Esto verifica que se trata de enzimas diferentes. La
intensidad y cantidad de isoenzimas presentes al inducirse un sistema con
un sustrato no especifico, (por ejemplo, induccion del sistema celulolitico
con xilano), es menor, lo que concuerda con una actividad enzimatica
medida menor. Por lo tanto, teniendo en cuenta, que las enzimas
celuloliticas y las xilanoliticas no comparten bandas electroforéticas y que
en medios con menor induccion hay menor intensidad y menor numero de
bandas, es posible que estas enzimas no presenten actividad enzimatica
cruzada, es decir que se trataria de enzimas con alta especificidad por su
sustrato (recordemos que su Km es el esperado para estas enzimas),
rechazandose la posibilidad de que las enzimas celuloliticas presenten
actividad xilanoliticas o viceversa.

En cuanto a su regulacion, si bien no se ha podido confirmar en este
trabajo, para A. gamundii, los sistemas enzimaticos extracelulares se
pueden inducir, tanto con el polimero especifico, como con otros, asi como
con ciertos dimeros. Esta induccién no especifica es generalmente menor a

la especifica. Con estos datos, pareciera que estos sistemas enzimaticos
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tienen, no solo algun producto de hidrolisis en coman, sino que estarian
regulados de forma sincronica. Esta apreciacién no resulta sorprendente, si
tenemos en cuenta que el habitat de A. gamundii es el estiércol de
herviboros, donde los residuos vegetales (principalmente restos de paredes
vegetales), que son su principal fuente de carbono, contienen celulosas y
hemicelulosas en intima relacion. La degradacion de la celulosa no seria la
maxima si este hongo no pudiera sintetizar a la vez enzimas

hemiceluloliticas.

I =S — )
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