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RESUMEN

Las lacasas, por su enorme capacidad catalitica, son enzimas utiles en diversos procesos
industriales. Estas enzimas son secretadas por hongos de podredumbre blanca, como Pleurotus
ostreatus, en cantidad y actividad notables, siendo recursos prometedores para su produccion
masiva. No obstante, se ha evaluado su produccion bajo distintas condiciones, incluyendo la
via recombinante, sin alcanzar resultados satisfactorios. Al respecto, diferentes autores
sugieren que el abatimiento de la actividad de las lacasas en extractos celulares de P.
ostreatus, puede deberse a la accion de proteasas (4cidas, neutras o alcalinas) a través de algfin
mecanismo de regulacion enzimatica. Sin embargo, ain se desconoce cuiles de estos tipos de
proteasas son producidas y excretadas por este hongo y sobre todo, cuéles afectan con su
accion a las lacasas. Por esta razon, el presente estudio tiene como objetivos caracterizar la
presencia de isoenzimas de lacasa, asi como de los tres tipos de proteasas, producidas
extracelularmente por la cepa PoB de P. ostreatus, en cultivo en medio liquido y determinar
cual es la influencia que las proteasas ejercen sobre la actividad de las lacasas, mediante el uso
de la inhibicion de la actividlad de proteasas especificas. Esta informacién permitira
correlacionar el efecto entre ellas, con la intencion de ofrecer otro tipo de estrategias que, a
nivel bioquimico o molecular, contribuyan a incrementar la produccion de lacasas. Para llevar
a cabo la caracterizacién de la produccion de lacasas y proteasas, se realizé el cultivo de la
cepa PoB de Pleurotus ostreatus en medio mineral liquido durante 20 dias, empleando glucosa
como fuente de carbono y extracto de levadura como fuente de nitrogeno. Durante el cultivo
se monitored el valor de pH del medio, ademas de la evaluacién de parametros tales como:
biomasa producida, consumo de sustrato, actividades extracelulares de lacasa y proteasa.
Adicionalmente, se realizaron zimogramas para conocer el perfil de isoenzimas presentes en el
cultivo, para ambos tipos de enzimas. Para evaluar el efecto que cada tipo de proteasas ejerce
sobre la actividad de lacasas extracelulares, se llevaron a cabo cultivos en los que se
incluyeron los inhibidores especificos para cada tipo de proteasas de manera independiente
(PMSF, EDTA, Pepstatin A), ademas de un cultivo en el que se incluyé un coctel de
inhibidores de todos los tipos de proteasas, y un cultivo sin inhibidores como control. Se

determinaron nuevamente los parametros antes mencionados. Como resultado de la




caracterizacion, se obtuvo una Xmax de 6.465 g/L a las 384 h con una p de 0.02 h™. Debido a

que el medio de cultivo se amortigu6 con fosfato de potasio, el pH tuvo poca variacion (6.87 -
6.33) durante el cultivo, lo que mantuvo estable la induccion de las enzimas por este factor. Se
observd un consumo parcial del sustrato, siendo mas importante a partir de las 264 h de
cultivo, coincidente con el tiempo en que se llevaba a cabo el crecimiento exponencial de la
biomasa. La mayor actividad de lacasas fue de 15.97 U/L a las 480 h del cultivo. Se
observaron dos isoenzimas de lacasa a la altura de los marcadores con peso molecular de 35 y
55 kDa, a partir de las 72 h y que permanecieron hasta el final del cultivo. En cuanto a las
proteasas, se obtuvieron actividades de los tres tipos durante todo el cultivo y se detectaron al
menos cuatro isoenzimas de proteasas neutras, ubicadas entre los marcadores de peso
molecular de 70 y 130 kDa. Para el cultivo con inhibidores para proteasas, los tratamientos no
afectaron significativamente la produccién de biomasa y consumo de sustrato. Los diferentes
inhibidores probados (coctel, PMSF y Pepstatin A) afectan de manera positiva la actividad de
lacasas, es decir, ésta aumenta al inhibirse la actividad de las proteasas en el medio de cultivo
de P. ostreatus. Se concluye que las proteasas neutras y 4cidas son las que particularmente
afectan de manera negativa a la actividad de lacasas, debido a que a consecuencia de su

inhibicion, se mostré un aumento de 1.33 veces de la actividad lacasa.
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1. INTRODUCCION

Debido a una gran variedad de ventajas, como su manipulacion estandarizada en el
laboratorio, su respuesta relativamente rapida a los estimulos externos, sus cortos tiempos de
generacidn, por mencionar algunas, los microorganismos han jugado un papel muy importante
para la obtencién de metabolitos con diferentes aplicaciones, en multiples 4reas de nuestro
interés (Giardina y Sannia 2015, Pezzella y cols. 2015). Asimismo, el conocimiento per se de
la biologia de estos microorganismos, necesario para su aprovechamiento, ha impulsado el
estudio de la participacion de los metabolitos en los diferentes mecanismos biolégicos, es
decir, la manera en como interaccionan los metabolitos para constituir, por ejemplo, rutas

metabolicas o mecanismos de regulacion (Rao y cols. 1998, Dorneles y cols. 2014).

En lo que a la produccion de metabolitos respecta, se han utilizado diferentes sistemas,
organismos y sustratos, lo cual ha generado diversos datos sobre el nimero de enzimas
excretadas por un microorganismo en especifico y de las caracteristicas de éstas. Muchas de
estas enzimas han resultado de interés, por sus diferentes aplicaciones en campos industriales
y para determinar sus funciones biolégicas (Rodriguez y cols. 2008, Macellaro y cols. 2014).
Se han estudiado enzimas de organismos como las plantas, debido al uso extensivo que el
hombre hace de este recurso, sin embargo, en la practica se observaban altos costos para la
obtencion de metabolitos a partir de ellas (Strong y Claus 2011). Debido a esto, se inici6 la
bisqueda de organismos que permitieran un facil manejo y menores costos de mantenimiento

a nivel de laboratorio.

Uno de los grupos de organismos utilizados en estudios de produccién de compuestos de
interés es el de los hongos. Se han puesto a prueba en un sin nimero de investigaciones con el
fin de evaluar la produccion de diferentes compuestos de interés industrial y por su controlado

manejo en el laboratorio. Uno de estos organismos es Pleurotus ostreatus.

1.1. Generalidades de Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus es un basidiomiceto de habitos saprétrofos perteneciente a la familia de
Pleurotaceae, considerado de descomposicion o pudricion blanca. En general, los hongos

basidiomicetos de descomposicion blanca son degradadores de la lignina y la denominacién de




pudricién blanca se debe a que dejan una coloracion blanca sobre el sustrato durante el
proceso de asimilacion de los polimeros estructurales de la madera (Goudopoulou y cols.
2010, Ordaz 2012). Dentro de las caracteristicas morfologicas mas generales que se les han
conferido, se encuentra la presencia de himenio con laminas o pliegues, pie lateral y esporas
blancas. Se conoce bajo los nombres comunes de seta de ostra, seta de concha, orellana o
pleuroto ostreado. Es un hongo comestible muy apreciado y en los dltimos afios se ha
difundido mucho su consumo al cultivarse a gran escala (Diaz 2013). La importancia de esta
especie de hongo se extiende mds alld de su riqueza nutricional y organoléptica, debido a que
los cuerpos fructiferos ademas de ser consumidos por el humano, poseen cualidades para

biodegradar, via enziméatica, materiales recalcitrantes y xenobioticos (Cohen 2002).

Los hongos del género Pleurotus y por lo tanto P. ostreatus, excretan al medio extracelular
enzimas tales como proteasas, peroxidasas, lacasas, xilanasas y celulasas. Se dice que este
complejo enzimatico, sin precisar si en su totalidad, es el responsable de su capacidad
degradadora (Mendoza 2012, Giardina y Sannia 2015). Dichas enzimas son de gran interés por
sus muchas aplicaciones en el campo industrial, por ejemplo, en el desarrollo y produccion de
diferentes firmacos o en el campo de los alimentos, entre otras (Strong y Claus 2011). Sin
embargo, a pesar de su importancia, los estudios basicos sobre la fisiologia de los
microorganismos en cuanto a su produccion de enzimas extracelulares son pocos, por ejemplo,
aquéllos que traten sobre los mecanismos de regulacion de la produccién enzimatica, es decir,
mucho se desconoce de la forma en que algunas enzimas son reguladas por otro tipo de
enzimas. Existen pocas investigaciones acerca de las proteasas extracelulares producidas por
basidiomicetos y de su participacion en la degradacion de enzimas ligninoliticas (Dorneles y
cols. 2014). Este es el caso de las lacasas, ampliamente estudiadas por su accion enzimdtica
sobre una gran variedad de sustratos, sobre las que se ha sugerido en algunos estudios, son

degradas por proteasas extracelulares.
1.2. Generalidades de las lacasas

Las enzimas son proteinas que dirigen las transformaciones de sustratos a productos

metabolicos necesarios en los sistemas biologicos, gracias a su capacidad para catalizar
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reacciones quimicas. Algunas enzimas de importancia en los miembros del género Pleurotus
son las lacasas (EC 1.10.3.2), oxidasas que contienen cuatro dtomos de cobre (distribuidos en
tres sitios diferentes) y que utilizan oxigeno molecular como oxidante (Claus 2003, 2004,
Jones y Solomon 2015, Manavalan y cols. 2015). Son ampliamente estudiadas por su
relevancia en diversas aplicaciones industriales, incluyendo el blanqueo de papel, reduccién de
color, eliminacion de compuestos fendlicos en el vino, la biorremediacion de ambientes
contaminados, en la revalorizacién de residuos industriales y en el tratamiento de aguas
residuales (Montazer y Sadeghian 2008, Bertrand y cols. 2013, Chandra y Chowdhary 2015).
Las enzimas lacasas son producidas tipicamente por hongos de podredumbre blanca y si bien
son capaces de degradar compuestos ligninoceluldsicos, su funcion fisiologica en este grupo
de organismos no esta clara, debido a que en ausencia de fuentes de carbono complejas,
similares estructuralmente a la lignina, se encuentran presentes, lo que cuestiona su funcién
s6lo como biodegradadores de la lignina (Balachandra y cols. 1995, Piscitelli y cols. 2011,
Kumar y Singh 2013, Giardina y Sannia 2015, Munk y cols. 2015).

Las lacasas son secretadas dependiendo de las especies fiingicas y las condiciones del
medio, esta variedad se relaciona con la diversidad de sus funciones propuestas, por ejemplo la
degradacion de lignina, desarrollo de cuerpos fructiferos, produccion de pigmento,

desintoxicacion de la célula, aunque algunas de ellas no son precisamente atribuidas al género

Pleurotus (Missall y cols. 2005, Piscitelli y cols. 2011, Rivera-Hoyos y cols. 2013). Se ha
reportado, a lo largo de muchos estudios, que P. osfreatus expresa lacasas a partir de multiples
genes que codifican diferentes isoenzimas con diferentes propiedades. Por su gran potencial de
aplicacion, han sido distintitos los estudios en cuanto a produccion de estas enzimas, en los
que se evaltan distintas condiciones para incrementar su produccion. Las condiciones en las
que se han realizado pruebas incluyen diferentes valores de pH inicial y temperatura del medio
de cultivo, adicién de compuestos inductores para incrementar su produccién y actividad.
Asimismo, se han probado distintos sustratos y diversos medios de cultivo (Téllez-T€llez y
cols. 2008, Grace y cols. 2012, Mendoza 2012, Diaz 2013, Dhakar y cols. 2015, Grace y cols.
2015, Kuhar y cols. 2015, Yildirim-Aksoy y cols. 2015). Del mismo modo, se han sobre-

expresado genes de lacasa para el mismo fin y en algunos de los estudios se reportan



resultados poco favorables, cuando son comparados con la cepa parental, por lo que se siguen

probando diferentes técnicas y condiciones con la finalidad de incrementar la produccion de
estas enzimas-(Rodriguez y cols. 2008, Gu y cols. 2014, Wu y cols. 2014, Coconi-Linares y
cols. 2015). En este sentido, algunos autores han reportado que el abatimiento de la actividad
de lacasas en extractos extracelulares de los cultivos puede deberse a la presencia y accion de
proteasas extracelulares (Palmieri y cols. 2000, 2001). Esta condicion podria ser desfavorable
para incrementar la produccion de lacasas, incluso cuando se utilizan estrategias moleculares
(Rodriguez 2006, Carias 2009). Por tanto, el estudio de las proteasas que afectan a las lacasas,
podria sugerir la existencia de algin fenomeno relacionado con algin tipo de regulacion
enzimatica y que, al estudiarlo y comprenderlo, podria promover el establecimiento de otro
tipo de estrategias, que a nivel bioquimico o molecular contribuyan a incrementar dicha

actividad para fines aplicados.

1.3. Generalidades de las proteasas
Las proteasas se encuentran en todos los organismos, participan en procesos metabolicos y son
de gran importancia en diversas funciones fisiologicas como las de regulacién, por ejemplo, en
la regulacion del metabolismo, inhibiendo o potenciando la actividad enzimética. Un caso
particular de este tipo de regulacion es de las proteasas pancreéticas que se activan mediante
ruptura proteolitica. Un claro ejemplo, son las enzimas digestivas elastasa, tripsina,
carboxipeptidasa y quimotripsina, que con el objeto de evitar su actividad degradativa en el
interior de la célula se sintetizan en forma de sus respectivos zimégenos (forma inactiva) y
sélo se activan una vez secretadas al medio extracelular por protedlisis. En general, las
proteasas extracelulares catalizan la hidrolisis de proteinas grandes en moléculas mas
pequeiias para la absorcion subsiguiente por la célula, muchas veces con fines nutricionales
(North 1982, Watkinson y cols. 2001, Zafion y cols. 2005, Marcial 2011, Dorneles y cols.
2014). Las proteasas tienen una enorme diversidad de mecanismos de accion y estructuras, por
lo que no se ajustan con facilidad a un solo sistema de nomenclatura de acuerdo con Rao y

cols. (1998), por lo que existen diferentes enfoques mediante los que se pueden clasificar.




1.3.1. Clasificaciéon de proteasas

De acuerdo con el comité de nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular, las proteasas estdn clasificadas dentro del grupo de las hidrolasas.
Dependiendo de su sitio de accion, las proteasas estan subdivididas en dos grandes grupos:
exopeptidasas y endopeptidasas. Las primeras actiian cerca de los extremos de las cadenas
polipeptidicas, que ademds, segun su sitio de accion, cerca del amino o cerca del carboxilo
terminal, se pueden clasificar en: aminopeptidasas y carboxipeptidasas, respectivamente. Las
endopeptidasas se caracterizan por su accién preferencial sobre los enlaces peptidicos de las
regiones internas del polipéptido (Marcial 2011, Yin y cols. 2014). Para llegar a esta
clasificacion se han tenido que realizar numerosas investigaciones, con el fin de determinar los
sitios de accion de las proteasas. Muchos de estos andlisis han resultado costosos y solo se han
obtenidos después de periodos largos de tiempo, por lo que ha sido un sistema muy complejo
de clasificacion. Esto, aunado a la diversidad de funciones que realizan las proteasas, hace més

dificil su nomenclatura.

Por otro lado, la mayoria de las enzimas presentan un pH Optimo para el cual su actividad
es méxima; por encima o por debajo de este pH, la actividad disminuye, lo que se debe a que
la mayoria de las enzimas son extremadamente sensibles a los cambios en el pH de su entorno.
Conceptualmente, la protonacion de un grupo bésico en una enzima es simplemente el caso
especial de la unién de un modificador en un sitio especifico. En primer lugar, practicamente
todas las enzimas son afectadas por los protones, de modo que el proton es mucho mas
importante que cualquier otro modificador. En segundo lugar, la concentracién de protones se
puede medir y controlar durante un intervalo que es mayor que el disponible para cualquier
otro modificador. Por dltimo, los protones normalmente se unen a muchos sitios en una
enzima, por lo que a menudo es suficiente para considerar la union en un sélo sitio (Leskovac
2003, Huang y cols. 2005). Por lo tanto, el pH juega un papel importante en la clasificacion y
actividad de las proteasas. De esta forma, las proteasas se pueden clasificar de acuerdo con el

pH 6ptimo de su actividad catalitica y se pueden distinguir las de tipo 4cido, neutro y alcalino.

Dentro de la clasificacién de las endopeptidasas, se encuentran las proteasas de tipo 4cido.

Tienen un pH 6ptimo de entre 2.0 y 4.5, pero llegan a ser estables a valores de pH de 2.5 y 6.0.




Su masa molecular oscila aproximadamente de los 30 a los 45 kDa, pero se han reportado

proteasas de este tipo con un peso molecular incluso de 11.5 kDa en cultivos de Pleurotus
eryngii (Wang y Ng 2001). Estan ampliamente distribuidas entre los organismos vivos. Por lo
general, necesitan de la presencia de dos residuos de 4cido aspartico para su reaccion (Rao y
cols. 1998, Mayerhofer y cols. 2015).

A las proteasas que se caracterizan por tener su actividad 6ptima a un pH de 7, se les ha
denominado como neutras, de las cuales destacan las serin proteasas, que presentan residuos
de serina en su centro activo y con base en su similitud estructural se han agrupado en 20
familias. Algunas son inhibidas por reactivos tiol y su masa molecular oscila entre los 18 y 35

kDa y su punto isoeléctrico se encuentra entre pH 4 y 6 (Rao y cols. 1998, Hu y Leger 2004).

Otras proteasas que se han estudiado son las cistein proteasas, de las cuales se han
reconocido cerca de 20 familias, su actividad depende de una asociacién de los residuos de
histidina y cisteina. Generalmente son activas sélo en la presencia de un agente como HCN o

cisteina y a pH neutro (Rao y cols. 1998).

Un ejemplo mds son las metaloproteasas, las cuales presentan su actividad optima a un pH
alcalino y en ocasiones a valores de pH neutro. Se caracterizan por un ion metalico divalente
para su actividad. Se han reconocido alrededor de 30 familias de las cuales 17 son
endopeptidasas, 12 exopeptidasas y uno que contiene tanto endo como exopeptidasas (Barret
1992, Rao y cols. 1998).

Aun cuando se han realizado diversos estudios para aumentar la produccion de lacasas, son
pocos los que han obtenido resultados significativos. En este sentido, son escasas las
investigaciones en que se ha relacionado la actividad de proteasas con la disminucién y
regulacion de la actividad de las lacasas extracelulares producidas en especies de hongos de
podredumbre blanca (Palmieri y cols. 2000, 2001, Staszczak y cols. 2000). La dinamica de la
participacién simultinea de ambos tipos enziméiticos excretados por el hongo permite
visualizar el incremento o disminucién de las enzimas Oxido-reductasas en funcién de la
presencia de las proteasas. Sin embargo, en los pocos estudios existentes no se puntualiza que

tipo de proteasas son las que directa o mayoritariamente afectan a la actividad de lacasas



extracelulares. Por lo tanto, seria importante conocer los tipos de proteasas producidas por P.

ostreatus y de este modo analizar su efecto sobre la actividad de lacasas.



2. ANTECEDENTES

Las investigaciones realizadas respecto a las lacasas han permitido conocer a los organismos

que las producen, el nimero de isoenzimas presentes en diferentes medios de cultivo y la
produccion en presencia o ausencia de inductores (Téllez-Téllez y cols. 2008, Goudopoulou y
cols. 2010, Macellaro y cols. 2014). Asi, por ejemplo, se han empleado diferentes hongos para
caracterizar la produccion de enzimas con actividad lacasa y determinar al mayor productor de
éstas. Del mismo modo, se han sometido a diferentes condiciones de crecimiento (en medio de
cultivo liquido y s6lido), cambiando el pH del cultivo para optimizar la produccion (Dhakar y
cols. 2015, Grace y cols. 2015, Kuhar y cols. 2015, Yildirim-Aksoy y cols. 2015). En otros
casos, se ha empleado la expresion heteréloga (Coconi-Linares y cols. 2014, Gu y cols. 2014,
Wu y cols. 2014). Por ejemplo, en una investigacion se utilizd a Aspergillus niger como
anfitrién para la produccion heterologa de POXA1b (lacasa de P. eryngii) (Rodriguez y cols.
2008). En otro estudio se realizé la obtencion de lacasas recombinantes y su mejora mediante
el disefio por evolucion molecular dirigida, siempre con el objetivo de aumentar la produccion
de estas oxidasas, aun cuando no se han obtenido resultados favorables (Cafias 2009). Por esta
razon, algunos autores han optado por abordar desde otras perspectivas esta drea de estudio, en
este caso algunos trabajos sugieren que las proteasas juegan un papel importante en la
regulacion de las enzimas lacasa en extractos extracelulares (Macellaro y cols. 2014,
Viswanath y cols. 2014, Wu y cols. 2014).

Dentro de los trabajos en los que ya se propone a las proteasas como un factor de
regulacion en la actividad de lacasa, se encuentra el reportado por Palmieri y cols. (2000),
quienes demostraron que el cobre resulté ser un inductor eficiente de la actividad de las
isoformas POXA1b, POXA2, POXC y otras tres isoformas. En este estudio se report que el
rompimiento especifico de POXAI1b se lleva a cabo durante la fase temprana de crecimiento
del hongo. Los investigadores sugieren que esto es efecto de la accion de proteasas secretadas
en los medios de cultivos. Para corroborar esta posible relacion, un afio més tarde,
identificaron la accion de una proteasa en P. ostreatus (tipo Florida), a la que se le llamo PoSI,
a través del empleo de inhibidores de proteasas. Con el fin de establecer si la pérdida de
POXA1b se debia solamente a la accion de PoSI, POXA1b se incub6 con PoSL. Después de 48



h, no se observé efecto alguno sobre la actividad de POXALIb, por lo que sugirieron que la

pérdida de actividad de POXA1b se debe a otro tipo de proteasa presente en el medio y no a
PoSI (Palmieri y cols. 2001).

Se encuentran otras investigaciones con hongos de otra especie, en las que también se
estan estudiando las relaciones de las proteasas con la actividad lacasa. En un estudio
utilizaron como modelo a la cepa Trametes versicolor FCL 7 (ATCC 44308) y se encontr6 que
una disminucion en la actividad especifica de proteasas extracelulares, después de la adicion
de fluoruro de fenil metil sulfonil (PMSF), estuvo acompafiada por un aumento significativo
en las actividades de lacasa y peroxidasas extracelulares (Staszczak y cols. 2000). Este hecho
permitié pensar que las proteasas neutras podrian estar involucradas en la regulacion de estas

enzimas, en la especie anteriormente mencionada.

Resultados similares obtuvieron Wu y cols. (2014) cuando, en una solucion, mezclaron
proteasas (proteasa purificada de Bacillus) y lacasas de 7. versicolor [Sigma Aldrich (CAS
80498-15-3, polvo)]. Dicha mezcla se mantuvo en agitacion durante 16 h a 25 °C y los
extractos para medir la actividad enzimatica se obtuvieron en diferentes tiempos. Los
resultados mostraron que en presencia de las proteasas, las lacasas presentaron una

disminucion en actividad del 41% y 48% a las 16 h.

La actividad de las enzimas de acuerdo con su pH 6ptimo ha sido una herramienta muy util
para su estudio. De este modo, Sabotic y cols. (2009) midieron la actividad proteolitica de
extractos extracelulares de Clitocybe nebularis a diferentes intervalos de pH (3.5, 7.0y 11.0) y
la mayor actividad enzimética se observé a pH écido. Posteriormente, utilizando inhibidores
mds especificos, indicaron la presencia de proteasas 4cidas. Del mismo modo, Yin y cols.
(2014) observaron una disminucién notable en la actividad proteasa al utilizar Pepstatin A
(inhibidor de proteasas 4cidas) y de este modo sugirieron la presencia de proteasas acidas

extracelulares en cultivos con P. ostreatus.

Se han realizado estudios con el fin de aumentar la produccion de lacasas y del mismo
modo identificar aquellos factores que estén afectando su actividad. No obstante, existen pocas

investigaciones sobre la relacion de la actividad de proteasas con respecto a la actividad de



enzimas lacasa (Palmieri y cols. 2000, Grace y cols. 2012). Debido a esto, el presente trabajo

pretende aportar conocimiento sobre la presencia de los tres tipos de proteasas extracelulares,
utilizando la clasificacién de pH Optimo de actividad, y de su efecto sobre la actividad de

lacasas extracelulares producidas por una cepa de P. ostreatus cultivada en medio liquido.
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3. JUSTIFICACION

Por su enorme capacidad catalitica, las lacasas son empleadas en importantes procesos
industriales, por lo que son una de las enzimas fingicas més estudiadas. Los estudios en
cuanto a su produccion son bastos y en ellos se han evaluado distintas condiciones para
incrementar su produccion sin conseguirlo en ocasiones. En este sentido, diferentes autores
han reportado que el abatimiento de la actividad de lacasas en extractos celulares de los
cultivos con Pleurotus ostreatus puede deberse a la presencia y accién de proteasas
extracelulares (en un posible sistema de regulacion enzimética). Asi pues, los pocos estudios
que se encuentran no puntualizan que tipo de proteasas, segin su actividad optima
dependiente del pH (4cido, neutro o alcalino), son las que afectan particularmente a las

lacasas.

No obstante, esta condicion podria ser desfavorable para incrementar la produccion de
lacasas. Por tanto, el contribuir con conocimiento acerca del tipo de proteasas (segin su pH
6ptimo de actividad) que afectan a la actividad de las lacasas utilizando extractos
extracelulares producidos por la cepa PoB de P. ostreatus, permitira mostrar algunas
interacciones enzimaticas que posteriormente puedan estudiarse para determinar si forman
parte de algin mecanismo de regulacion presente entre ellas. Finalmente, en el caso de que
exista dicho sistema de regulacion, puede permitir el disefio de estrategias, tanto a nivel

bioquimico como molecular que contribuyan a incrementar la produccion de lacasas.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

.
..’

¢Cuantas isoenzimas de lacasas producird la cepa PoB de Pleurotus ostreatus en

cultivo en medio liquido?

% (Qué tipo de proteasas (4cido, neutro o alcalino) extracelulares produce la cepa PoB de

P. ostreatus?

% (De qué manera afecta la disminucion de la actividad proteasa a la actividad de lacasas

extracelulares producidas por P. ostreatus?

5. HIPOTESIS

La actividad de proteasas est4 implicada en la regulacion de la actividad de lacasas.

6. PREDICCION

La adicién de inhibidores de la actividad de proteasas en el cultivo liquido de Pleurotus

ostreatus cepa PoB incrementara la actividad de sus lacasas extracelulares.
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T. OBJETIVOS
7.1. Objetivo general
Memtificar el tipo de proteasas (4cidas, neutras o alcalinas) y evaluar su efecto sobre la

sctividad de lacasas extracelulares producidas por la cepa PoB de P. ostreatus.

7.2. Objetivos especificos
< Caracterizar la produccion de lacasas por la cepa PoB de P. ostreatus en cultivo en

medio liquido.

% Caracterizar la produccion de proteasas de tipo 4cido, neutro o alcalino extracelulares

de la cepa PoB de P. ostreatus.

% Evaluar el efecto de la inhibicion de proteasas acidas, neutras y alcalinas sobre la

actividad extracelular de lacasas producidas por la cepa PoB de P. ostreatus.
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£ METODOLOGIA
8.1. Diagrama de arbol de la metodologia

Cepa PoB de Pleurotus
ostreatus del Laboratorio
de Biologia Molecular
CICB, UATx

' Propagacién de la cepa
en Agar Extracto de
Malta a 28 °C/7 dias

Gedicién del pH. \

Cuantificacion de azicar residual.

Determinacion espectrofotométrica
de actividad lacasa (DMP) a 468 nm
y proteasas dcidas, bdsicas y
neutras, (Hemoglobina y caseina a
pH 2.0, 7.0 y 9.0, respectivamente)
a 280 nm.

Perfiles de actividad enzimdtica
extracelular por zimografia basados
en la técnica de SDS-PAGE.

S di Cultivo en medio mineral
encl e biomasa mediante quui do a26°C a 120

peso seco rpm/20 dias

Cultivo en medio
mineral liquido a 26°C
a 120 rpm con
inhibidores de proteasa.

N J

Obtencién de extracto enzimético
por filtracion de biomasa
(conservacion a -20 °C)

Anélisis estadistico
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8.2. Primera fase experimental (caracterizacion)

La primera fase se realizo para caracterizar la produccion de lacasas y proteasas extracelulares
de una cepa seleccionada de P. ostreatus. Esto con la finalidad de obtener datos sobre el tipo
de proteasas (4cidas, neutras o alcalinas) producidas en medio de cultivo liquido. Esta primera

fase, permitié la seleccion de los inhibidores de proteasas para los cultivos en una segunda

etapa experimental.
8.2.1. Organismo

El organismo de estudio fue la cepa PoB de P. ostreatus del laboratorio de Biologia Molecular
de la Universidad Auténoma de Tlaxcala. Dicho organismo es una donacién del Laboratorio

de Hongos Comestibles de la Universidad Auténoma de Chapingo.
8.2.2. Propagacion de la cepa

El medio de cultivo para propagar al hongo fue Agar Extracto de Malta (EMA) (Bioxon). La
preparacion se realizo de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Para este fin, se
inocularon cajas de Petri (conteniendo 30 mL de medio EMA) con discos de agar con micelio

y se incubaron durante 7 dias a 28°C.
8.2.3. Condiciones del cultivo liquido

El cultivo en medio liquido de la cepa PoB de P. ostreatus se llevé a cabo en matraces
Erlenmeyer de 125 mL. A cada uno de éstos se le agregaron 50 mL de medio mineral liquido,
el cual se prepard con (en gramos por litro): glucosa, 10; extracto de levadura, 5; KH,POs, 0.6;
MgS04 7H,0, 0.5; K;HPO4, 0.4; FeSO4.7H,0, 0.05; MnSO4.H>0, 0.05; ZnSO4.7H,0, 0.001
(Téllez-Téllez y cols. 2008). Los medios de cultivo preparados se esterilizaron en autoclave a
121 libras de presion durante un lapso de 15 min. Posteriormente, los matraces fueron
inoculados con 3 circulos de micelio de 5 mm de didmetro tomado de la periferia de la colonia
desarrollada en la propagacion. Al final, todas las unidades experimentales fueron incubadas a
26 °C con agitacion orbital (120 rpm en incubadora orbital INO 650V-7) y el cultivo se llevé

a cabo durante 20 dias.
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8.2.4. Determinacion de biomasa y obtencion del extracto enzimatico

La biomasa se cuantifico mediante el método de peso seco para cada una de las muestras
obtenidas. Para este fin, se seleccionaron de manera aleatoria 3 matraces, cada 24 h, por cada
toma de muestra. El extracto se filtr6 a través de circulos de papel de filtro Whatman No. 1 de
90 mm de didmetro. Una vez separada (con una bomba de vacio) la biomasa retenida fue
colocada en charolas de aluminio y secada en horno a 45°C durante 48 h. Posteriormente se
registro el peso de la biomasa en gramos, obtenida con una balanza analitica (Denver
Instrument). Al final se obtuvo un peso constante, que al restarle el peso inicial de la charola,

nos proporciono el peso real de la biomasa producida.

En el mismo momento, se recupero el sobrenadante (extracto crudo enzimatico ECE), una
parte se utilizo para las evaluaciones enzimaticas y la otra se conservé a -20 °C para anélisis

posteriores.
8.2.5. Determinacion de pH

Las lecturas de pH se realizaron directamente en el ECE obtenido con un potenciémetro

(Oakton, Eutech Instruments).
8.2.6. Cuantificacion del consumo de sustrato

El consumo de sustrato fue evaluado considerando la cantidad inicial de la fuente de carbono
(glucosa) y restandole la cantidad residual de la misma en las unidades experimentales de cada
punto de muestreo. La cantidad de glucosa residual se determin6 mediante el método de DNS,
el cual se fundamenta en la reduccion del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) por la glucosa y/o
fructosa al 4cido 3-amino-5-nitrosalicilico (Bello-Gil y cols. 2006). La concentracién de
azlicar en la muestra se valord empleando una curva patrén de glucosa con concentraciones
conocidas. La mezcla de reaccion se llevd a cabo en tubos de vidrio de 10 mL, en los que se
agregaron 50 pL del ECE, 450 pL de agua estéril (dilucién a 1:10) y 500 pL de reactivo
DNS. Posteriormente, los tubos se colocaron en bafio Maria a 95 °C durante 5 minutos. Una

vez enfriados a temperatura ambiente, se afiadieron 5 mL de agua estéril y se agitaron con
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ayuda de un vortex. A continuacién, se tomaron las medidas de absorbancia en un

espectrofotometro (SmartSpect ™ Plus, BIO-RAD) a 540 nm.

Finalmente, empleando la curva patron elaborada, se estimé la cantidad de azicar restante

en el ECE utilizando la ecuacién

X =

) factor de dilucion

Donde:
y = Absorbancia.
b = Ordenada al origen.

m = Pendiente de la recta.

8.2.7. Determinacion de actividad de lacasas por espectrofotometria

La actividad de lacasas extracelulares se determiné en cada punto de muestreo del cultivo. En
la mezcla de reaccion correspondiente con cada muestra, se siguié una cinética de reaccion
durante 1 min a 39 °C, para posteriormente ser leida en un espectrofotometro Uv/Vis
(SmartSpec:tTM Plus, BIO-RAD). Se utiliz6 como sustrato para lacasas al 2,6-dimetoxifenol
(DMP). La mezcla de reaccion contenia: 900 pL. de DMP 2 mM en buffer de fosfatos 0.1 M
pH 6.5 y 100 pL del ECE. El producto de oxidacién fue valorado espectrofotométricamente
como el incremento de la absorbancia a 468 nm (Haars y cols. 1981). La actividad enziméatica
es expresada en unidades internacionales (UI), donde 1 UI se define como la cantidad de
enzima que cataliza la transformacién de 1 uM de sustrato en producto por minuto y se estimo

utilizando la siguiente ecuacion (basada en la Ley de Lambert-Beer):

AAbs X Vt

Ul/L:txsxAme

(1000000)
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= Absorbancia final - Absorbancia inicial.
Tiempo de reaccion en minutos.

= Walor del coeficiente de extincion molar del sustrato.
# = Espesor de la cubeta.

% = Volumen total de reaccion en mL.

%= = Volumen de la muestra en mL.

8.2.8. Determinacion de actividad proteasa por espectrofotometria
Pars esta determinacion se utilizo caseina como sustrato para proteasas neutras y bésicas, y
semoglobina para proteasas 4cidas. La solucién de caseina (al 1% p/v) se preparé en buffer de
fsfatos pH 7.0 (cuantificacion de proteasas neutras) y en buffer Tris-HC1 pH 9.0
{cuantificacion de proteasas alcalinas). Para facilitar la disolucion del reactivo, la mezcla se
calenté a una temperatura de entre 80-90°C y se mantuvo en agitacion durante 30 min.
Asimismo, se prepard la solucién de hemoglobina al 1% p/v en buffer glicina-HCI pH 2.0 y se

mezclé con ligera agitacién a 60°C durante 20 minutos.

La mezcla de reaccion se realizé agregando 500 pL de sustrato y 300 pL del ECE, se
mezclaron y se incubaron a 37°C durante 25 min (como blanco se empled el medio sin
inocular y como control positivo se utilizaron proteasas de Rhizopus al 1% p/v en acetato de
calcio 2.0 mM). Para detener la reaccion se agregaron 300 pL de acido tricloroacético (TCA)
al 10% y se dejo reposar durante 15 minutos a 4 °C. Una vez transcurrido este tiempo, las
muestras se centrifugaron a 13,200 rpm durante 25 minutos. Posteriormente, el sobrenadante
se emple6 para la medicion de la absorbancia a 280 nm con un espectrofotometro
(SmartSpect™ Plus, BIO-RAD) (Anson 1938, Walter 1984).

La actividad enzimatica de proteasas fue expresada en U/L, donde una unidad de actividad
enzimética se define como 1 pg de producto liberado por un determinado tiempo de reaccion.
Se utilizé6 un coeficiente de extincion molar de 0.005 con ayuda de la siguiente formula

(Uscanga-Martinez y cols. 2011):
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U/L = ((AAbs x Vi) x (e x tx Vm)) x 1000

Ditmde-
AAbs = Absorbancia final

%1 = Volumen total de la reaccién en mL

£ = Valor del coeficiente de extincion molar
1 = Tiempo de reaccion en minutos

Vm = Volumen de la muestra en mL.

8.2.9. Perfiles de isoenzimas con actividad enzimatica lacasa extracelular por
zimografia

La actividad de lacasas también se detecté por zimografia basada en la técnica de SDS-PAGE.
El gel de separacién contenia 12% de acrilamida y 2.7% de bis-acrilamida. El gel de
empaquetamiento contenia 4% de acrilamida y 2.7% de bis-acrilamida. La concentracion de
dodecilsulfato sédico (SDS) fue de 0.1% en el gel. La muestra de reaccion se llevo a cabo con
30 uL del ECE y 10 pL de buffer de muestra comercial (Zymogram Sample Buffer BIO-
RAD). Las muestras de los ECE se corrieron en geles de 0.75 mm de espesor en un sistema de
electroforesis Mini PROTEAN Tetra cell (BioRad) a 150 V durante 100 min. Después de la
corrida, los geles se lavaron con agua destilada con ayuda de un agitador orbital (20-30 rpm)
durante una hora, con un cambio de agua cada 15 min para eliminar el SDS y re-naturalizar a
las proteinas (Williams y Reisfeld 1964, Laemmli 1970). Posteriormente, los geles se
incubaron durante 30 min a temperatura ambiente, en 50 mL (por cada gel) d¢ DMP 2 mM en
buffer de fosfatos 0.1 M a pH 6.5.
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8.2.10. Perfiles de isoenzimas con actividad enzimatica proteasa extracelular por
zimografia

Lo sustrato para proteasas neutras y basicas se preparé caseina al 5% en buffer de fosfatos

g 7.0 y en buffer Tris/HC] 50 mM con un valor de pH 9.0. La hemoglobina se disolvié en

muer glicina-HCI 0.1 M con un valor de pH 2.0 para revelar proteasas con actividad a pH
——

Para determinar la actividad proteasa por zimografia, los geles de separacion,
empaquetamiento y la mezcla de reaccidn se prepararon de igual manera que para la
determinacion de isoenzimas de lacasas. Las muestras de los ECE se corrieron en geles de

2.75 mm de espesor en un sistema de electroforesis Mini PROTEAN Tetra cell (BioRad) a
150 V durante 90 min a 4°C (Laemmli 1970).

Después de la corrida, los geles se lavaron con agua destilada desionizada estéril (H,O dd)
en un agitador orbital (20-30 rpm) durante una hora, con un cambio de agua cada 15 min para
eliminar el SDS y re-naturalizar a las proteinas. Después de esto, los geles se incubaron
durante 30 minutos a 4 °C con los sustratos respectivos (caseina al 5% y hemoglobina al 1%).
En seguida, se incubaron (incubadora Labnet international, Inc. Problot 12s) a 37 °C durante
90 minutos. Transcurrido el tiempo, los geles se lavaron con H,O dd, se agregé TCA al 10% y
se dejaron reposar 15 min a 4 °C. En seguida, los geles se lavaron y se tifieron con PageBlue™
(Protein Staining Solution de Fermenteas Life Sciences) durante una hora (Uscanga-Martinez

y cols. 2011). Finalmente, los geles se lavaron con H,O dd hasta la revelacion de las bandas en

un periodo maximo de 24 h.

8.3. Segunda fase experimental
Para cumplir con el tercer objetivo se llevé a cabo un segundo cultivo. En estos medios se
agregaron diferentes inhibidores de acuerdo con el tipo de proteasas cuya actividad se deseaba

abatir. Se corrieron dos experimentos (por bloques) con un total de tres réplicas para cada

tratamiento. Para este fin se desarroll6 el siguiente disefio experimental:
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%£3.1. Diseiio experimental

Wsefie de dos factores completamente al azar en bloques. El primer factor lo constituyeron los
mmmmentos (A) y se consider6 como segundo factor el tiempo en horas de cultivo (B).

& = Sactor con 5 niveles: cada nivel es el tratamiento (cultivo) con el inhibidor segtn el tipo de
P

% Cultivo control: cultivo sin inhibidores de proteasa.

% Cultivo con coctel de inhibidores: cultivo con una mezcla de inhibidores de proteasas.
% Cultivo con EDTA: cultivo con inhibidor de proteasas con actividad a pH alcalino.

% Cultivo con PMSF: cultivo con inhibidor de proteasas con actividad a pH neutro.

% Cultivo con Pepstatin A: cultivo con inhibidor de proteasa con actividad a pH acido.

B = factor con 5 niveles: en la primera fase experimental se observo actividad proteasa

extracelular de los tres tipos (durante todo el cultivo), por lo que se seleccionaron las 0, 72,
192, 312 y 432 h para el analisis.
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8.3.2. Propagacion de la cepa

Se propag6 la cepa PoB de P. ostreatus del laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Auténoma de Tlaxcala. Se inocularon cajas de Petri con 30 mL de medio EMA,

con discos de agar con micelio y se incubaron durante 7 dias a 28°C.
8.3.3. Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo fueron las mismas que para la caracterizacion enzimatica, con la
cepa PoB de P. ostreatus empleando glucosa como fuente de carbono y extracto de levadura
como fuente de nitrégeno (ademas de compuestos minerales en cantidades traza). Antes de la
inoculacion, se agregaron 100 pL de inhibidor de proteasas a cada unidad experimental. Los

inhibidores empleados fueron los siguientes:

o Pepstatin A (0.02 mM) (Sigma-Aldrish): inhibidor de aspartato proteasas, consideradas
de tipo 4cido.

® Fluoruro de Metil Fenil Sulfonil (PMSF 2 mM) (Sigma-Aldrish): inhibidor de

proteasas de serina, en su mayoria estas enzimas tienen un pH 6ptimo neutro.

» EDTA (15 mM) (J.B. Baker): agente quelante, inhibidor de metaloproteasas, enzimas

que en su mayoria tienen actividad a un pH alcalino.

¢ Coctel de inhibidores (Sigma-Aldrich): es una mezcla de inhibidores de proteasas con
una amplia especificidad para la inhibicion de serina, cisteina, aspartato y

metaloproteasas.

Fueron preparados de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Al mismo tiempo, se
realizé un cultivo sin inhibidores el cual se tomé como control. Asi pues, cada matraz contenia
50 mL de medio mineral liquido con 100 pL de inhibidor. Finalmente, la inoculacién se
realizé con 3 discos de micelio de 5 mm de didmetro tomados de la periferia de la colonia
desarrollada en la propagacién y la incubacién se llevé a cabo a 26 °C con agitacion orbital a

120 rpm.
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8.3.4. Determinacion de biomasa y obtencion del extracto enzimético

La biomasa se cuantifico mediante el método de peso seco y al mismo tiempo se obtuvo el
ECE. A éste se le determiné el pH directamente con un potenciémetro. Esto se realizé a las 0,
72, 192, 312 y 432 h de cultivo. A los extractos obtenidos, se les determiné la actividad lacasa
y proteasa por espectrofotometria. Asimismo, el consumo de sustrato y los perfiles

zimogréficos con los procedimientos descritos en la primera fase experimental.

8.3.5. Anilisis estadisticos.
Los parametros cuantitativos estimados de esta segunda etapa experimental fueron analizados
por medio de un anilisis de varianza de dos factores (o= 0.05) para un disefio de bloques y se
llev6 a cabo con ayuda del paquete estadistico Sigma Plot. Para determinar las diferencias,

entre los grupos estudiados, se utiliz6 la prueba de Tukey.
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9. RESULTADOS

9.1. Primera fase experimental (caracterizacion)

9.1.1. Determinacion de pH

Se ha descrito que el pH estd implicado en las variaciones de la produccion y actividad de las
enzimas excretadas por los hongos. Por tal motivo y con la intencion de no incluir en el disefio
experimental variaciones debidas a este factor, el medio de cultivo fue amortiguado con una
solucion de fosfato de potasio monobasico y dibasico, lo que permite mantener constante el
pH durante el cultivo. Para verificar lo anterior, se monitore6 el pH del cultivo y se midié en
cada punto de muestreo. Los resultados muestran que el pH se mantuvo constante durante todo

el cultivo, datos que se observan en la grafica 1.

pH

1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 48

Tiempo de cultivo en horas

Grifica 1. Cinética de pH del cultivo liquido con la cepa PoB de P. ostreatus. Cada punto
representa la media de tres réplicas, + su error estandar.
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9.1.2. Produccion de biomasa

Se determiné la produccion de biomasa con la finalidad de analizar el comportamiento del
organismo durante el tiempo de cultivo en cuanto a velocidad especifica de crecimiento (p) y
en cuanto a produccién maxima de biomasa (Xmax). Asimismo, permitié observar las tres fases
de desarrollo del microorganismo. Se observd que la fase de adaptacion durd
aproximadamente 120 h, lo cual result6 ser un tiempo menor al reportado en otros estudios
realizados, ya que otras cepas han mostrado una fase adaptativa hasta las 200 h. Después de
este tiempo, inicié la fase exponencial de crecimiento la cual se mantuvo hasta las 384 h,
momento en el que probablemente iniciaria la fase estacionaria de crecimiento del hongo. La
Xmax fue de 6.465 g/L y se observo a las 384 h mientras que la p fue de 0.02 h™. En la grafica
2, se pueden observar las tres etapas de crecimiento de la cepa PoB de P. ostreatus cultivado

en medio mineral liquido.

Biomasa (g/L)
(%] E=N v =)} ~

[\ ]
i

0 v T T T T T T T T X T T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480

Tiempo de cultivo en horas

Grifica 2. Cinética de crecimiento de la cepa PoB de P. ostreatus en medio mineral liquido.
Cada punto representa la media de tres réplicas, + su error estandar.

26



9.1.3. Determinacién del consumo de sustrato
La determinacién del consumo de sustrato permiti6 relacionar este pardmetro con el de
crecimiento del organismo. Se puede observar que el organismo realizé un consumo de
glucosa a una tasa mayor, a partir de las 168 h. Esto concuerda con el inicio de la fase
exponencial del organismo (grafica 2). Se observa que durante las primeras horas. la
diferencia entre el valor de glucosa inicial y el de la glucosa residual es minimo (menora 1 g/l,
etapa de adaptacién del organismo). A partir de las 432 h las concentraciones de glucosa
consumida muestran valores constantes, lo que puede deberse a la escasa actividad metabélica
que realiza el hongo en la fase estacionaria. Los resultados se pueden apreciar en la grafica 3.

Al final del cultivo el 88.17 % del sustrato fue consumido.
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0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480

Tiempo de cultivo en horas

Grifica 3. Consumo de sustrato (&/L) en cada punto de muestreo del cultivo liquido con la
cepa PoB de P. ostreatus. Cada punto representa la media de tres réplicas, + su error est4ndar.

9.1.4. Determinacién de actividad lacasa
Se monitoreé por espectrofotometria, la actividad total de lacasas extracelulares. Los
resultados obtenidos muestran la existencia de actividad en una muy baja magnitud desde las

24 h y hasta las 72 h. Asumiendo que el organismo se encuentra en la fase de adaptacion,
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podemos sugerir que estos valores de actividad pueden ser en parte residuales, contenidos en
el cilindro de agar del inéculo. La actividad comienza su aumento a partir de las 96 h,
aproximadamente 24 h antes de iniciar el crecimiento exponencial de la biomasa. Durante el
tiempo correspondiente a la fase de crecimiento exponencial, la actividad total de lacasa es
fluctuante, alcanzando los mayores valores a las 168 y 192 h de cultivo. 72 h antes de iniciar la
fase estacionaria (312, 336, 360 h), se obtuvieron valores de los més bajos de actividad de
lacasas (5.24, 4.95 y 2.66 UI/L). Finalmente, la actividad enzimética vuelve a presentar un
incremento al final del cultivo, aunque fluctuante, alcanzando su mayor valor (15.97 UI/L) a

las 480 h, como se muestra en la gréfica 4.

18 -
16
14 -
12 A

10 1

UI/L

0 T T T T T T T T T T T T T T

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480
Tiempo de cultivo en horas

Grifica 4. Actividad lacasa (UI/L) extracelular durante el cultivo. Cada punto representa la
media de tres réplicas, + su error estandar.

9.1.5. Determinacion de actividad proteasa
Con los datos obtenidos al evaluar la actividad de proteasas extracelulares, segin su pH
éptimo de actividad, se puede apreciar la presencia de la actividad de los tres tipos de proteasa
evaluados (4cida, neutra y alcalina). En primer lugar, la actividad de proteasas a pH alcalino
(pH 9.0) fue de las mas altas, sobre todo entre las 72 y las 120 h del cultivo (con 7.335y7.943

28




U/L respectivamente). En segundo lugar, la actividad de proteasas a pH neutro (pH 7.0), inicia

con valores bajos y alcanza su valor méximo a las 192 h de cultivo (6.17 U/L), las variaciones

en actividad que muestra a lo largo del tiempo a partir de las 216y hasta las 432 son minimas,

mientras que valores muy pequefios son observadas al final del cultivo. Finalmente, la

actividad de las proteasas 4cidas (pH 2.0) se presenta en menor magnitud, con un promedio de

3 U/L aproximadamente desde las 192 y hasta las 312 h. A partir de las 456 h, los tres tipos de

proteasas tienden a disminuir su hidrolisis hasta el final del cultivo (gréfica 5). La actividad

proteasa comienza a aumentar alrededor de las 96 h, momento en el que la actividad lacasa

aumenta

también. A partir de las 192 h la actividad lacasa registrada disminuye,

correspondiendo con el momento en el que los tres tipos de proteasas permanecen con

actividad alta y constante hasta las 432 h, punto en el que disminuye la actividad de los tres

tipos de proteasas. Por el contrario la actividad oxidasa aumenta en este punto, lo cual siguiere

una correlacion inversa entre los dos tipos de enzimas estudiadas.

10.0
9.0
8.0
70
6.0
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40
3.0
20
1.0
0.0

wpe=pH 9.0
efii==pH 7.0
sy pH 2.0

=

0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480

Tiempo de cultivo en horas

Grifica 5. Actividad proteasa extracelular (U/L) a pH alcalino (pH 9.0), neutro (pH7.0)y
acido (pH 2.0) de cada punto de muestreo del cultivo con la cepa PoB de P. ostreatus en
medio liquido. Cada punto representa la media de tres réplicas, & su error estandar.




9.1.6. Perfiles de isoenzimas con actividad enzimitica lacasa extracelular por

zimografia

Se determiné la presencia de dos isoenzimas de lacasas de diferente peso molecular en los
medios de cultivo por medio de zimografia. La primera (de aproximadamente 36 kDa,
calculados por densitometria a partir del perfil de pesos moleculares del marcador) muestra su
actividad a las 48 h de cultivo y deja de ser visible alrededor de las 336 h. La segunda
isoenzima se encuentra entre las bandas de los marcadores moleculares de 55 y 72 kDa. Esta
aparece a partir de las 168 h y su presencia se mantuvo hasta las 336 h de cultivo. Esta misma
vuelve a mostrar actividad a las 408 h y dura hasta la ltima toma de muestra del ECE. Los
resultados de esta prueba corroboran la presencia de lacasas en los medios extracelulares
evaluados y se pudo observar (Figura 2a) que se presentan a diferentes horas durante el
cultivo.

Se realizaron zimogramas de cada una de las réplicas del cultivo y se pudo observar que se
mantiene el mismo perfil de isoenzimas. Los resultados obtenidos en las réplicas confirman la
presencia de las dos isoenzimas de lacasa en el cultivo, mismas que se pueden apreciar en la

figura 2b (flechas rojas indican niimero de isoenzimas).
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Figura 2a. Perfil de isoenzimas de lacasa obtenidos en cada punto de muestreo del cultivo con
la cepa PoB de P. ostreatus en medio liquido.
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0 24 48 72 96 120 144 h 168 192 216 240 264 288 312 h

336 360 384 408 432 456 480 h

Figura 2b. Perfil de isoenzimas de lacasa obtenidos en cada punto de muestreo del cultivo con
la cepa PoB de P. ostreatus en medio liquido.

9.1.7. Perfiles de isoenzimas con actividad enzimitica proteasa extracelular por
zimografia
En esta determinacion se logré observar la presencia de al menos cuatro bandas (en los ECE
del cultivo) entre los marcadores moleculares de 75 y 130 kDa, empleando caseina al 5%
como sustrato, a un pH de 7.0. Se corrieron muestras con proteasas de Rhizopus como control
positivo. Esto nos sugiere (en el caso de que exista el sistema de regulacion enzimatica) que
estas isoenzimas pudieran ser las que estan participando en la regulacion de las isoenzimas de
lacasa detectadas (figura 3). En los geles con los ECE que se pusieron a prueba a pH 9.0, no se
observaron isoenzimas. Asimismo, en el caso de las proteasas acidas, no se logré observar

ninguna banda en el ensayo con SDS-PAGE.

3l



.l'll‘lb

"

Proesss 24 48 72 96 120 144 h Proteasa 168 192 216 240 264 288 312 h
de Rhizopus de Rhizopus

kDa

95

T2

55

36

Proteasa 336 360 384 408 432 456 480 h
de Rhizopus

Figura 3. Perfil de isoenzimas de proteasas (pH neutro 7.0) obtenidos en cada punto de
muestreo del cultivo con la cepa PoB de P. ostreatus en medio liquido.

9.2. Segunda fase experimental

Los resultados de este segundo experimento corresponden con los cultivos en medio liquido
de la cepa PoB de P. ostreatus bajo 5 tratamientos. El primero es un cultivo sin inhibidores, el
cual se utiliz6 como testigo. El segundo, es un cultivo adicionado con un coctel de inhibidores
(mezcla de inhibidores: AEBSF 100 milimolar, 1,10-fenantrolina 500 milimolar, 2.2 milimolar
y E-64 1.4 milimolar). Asimismo, tres cultivos mas, cada uno adicionado con el inhibidor
especifico para cada tipo de proteasa. Se emple6 EDTA como inhibidor de proteasas con

actividad 6ptima a pH alcalino. E1 PMSF se agregé para inhibir proteasas con actividad a pH
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9.2.1. Determinacién de pH

constante los valores a través del cultivo (gréfica 7).

sewteo. Por Gltimo, se realizé un cultivo con Pepstatin A, inhibidor de aspartato proteasas, las
sssies hidrolizan a pH 6ptimo é4cido. Cada tratamiento se realizd con 6 réplicas, en dos
Saues experimentales (3 réplicas por bloque), tomando muestras a las 0, 72, 192, 312 y 432
% & cultivo. Los ECE se sometieron a las diferentes determinaciones analiticas previamente
mencionadas.

£l pH se midi6 directamente del ECE en el momento de cada toma de muestra. El pH inicial
fize de 6.5 por lo que los valores de pH en los 5 tratamientos disminuyeron en promedio a 6.3.
Lo inhibidores no tuvieron efecto sobre el cambio de los valores de pH en el medio durante el

ssltivo. Por lo que podemos concluir que el amortiguador de pH en el medio, mantuvo

‘h..._———I~#--d

g Control
=== Coctel
e EDTA
w=ptm PMSF

=== Pepstatin A

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432

Tiempo de cultivo en horas

Grifica 6. Cinética de pH del ECE del cultivo liquido (con inhibidores de proteasa) con la

cepa PoB de Pleurotus ostreatus. Cada punto representa la media de seis réplicas, + su error

estandar.
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9.2.2. Produccion de biomasa
El comportamiento de los datos en cuanto a la produccion de biomasa fue similar en todos los
tratamientos. Se lograron distinguir las tres fases de desarrollo del organismo (adaptacion,

exponencial y estacionaria).

En cuanto a la produccién de biomasa maxima se notaron diferencias respecto a los
tratamientos. En el cultivo con el coctel de inhibidores, el organismo produjo la mayor
cantidad de biomasa con 6.688 g/L. En seguida, se encontro el tratamiento con EDTA (6.407
g/L). Los medios con PMSF obtuvieron una Xmay de 6.248 g/L. Asimismo, los valores con
menor produccién de biomasa fueron encontrados en los medios con Pepstatin A (6.202 g/L) y
en el cultivo control (6.220 g/L). Las diferencias encontradas entre tratamientos no son
estadisticamente significativas (a=0.05), lo cual indica que el factor tratamiento no afect6
significativamente a la biomasa producida. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto del factor tiempo, excepto de la biomasa producida a las 312 y 432
h (en los 5 tratamientos), debido a que el organismo ya se encuentra en fase estacionaria en

estos dos puntos (grafica 6).

La velocidad especifica de crecimiento se obtuvo directamente del analisis con la
herramienta Solver (Excel). La p para el control fue de 0.042 h’, en tanto en el cultivo con la
actividad proteasas inhibida con el coctel la p es de 0.041 h™'. Asimismo, cuando se inhibio la
actividad proteasa alcalina (EDTA), neutra (PMSF) y écida (Pepstatin A) la p fue de 0.054,
0.042, 0.033 h™', respectivamente sin diferencias estadisticas (a=0.05).
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Grifica 7. Cinética de crecimiento de la cepa PoB de Pleurotus ostreatus en medio mineral
liquido con inhibidores de proteasa. Cada punto representa la media + su error estandar, de
seis réplicas.

9.2.3. Determinacion del consumo de sustrato
Al inicio del cultivo, en las dos primeras tomas de muestra, las concentraciones de sustrato
consumido, entre tratamientos, no difieren estadisticamente (@=0.05). En el siguiente punto, a
las 192 h, los resultados mostraron diferencias més notorias en la cantidad de azticar residual
en los medios evaluados, sin haber diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. Asimismo, en los ECE tomados a las 312 h, se noté el consumo de glucosa més
alto en los cultivos con el coctel de inhibidores de proteasas (5.68 g/L), seguido del
tratamiento con Pepstatin A (5.19 g/L) y el control (5.09 g/L). En este punto, se observé
menor consumo de glucosa en los cultivos tratados con EDTA (4.80 g/L) y con PMSF (4.70
g/lL). Los resultados en este punto indican que el factor tratamiento no afectd
significativamente el consumo de sustrato, ademas de que la interaccion tratamiento x hora de
cultivo resulté no significativa (a=0.05). No se aprecian diferencias estadisticamente
significativas en el consumo de sustrato en los ECE tomados al final del cultivo. Finalmente,

los resultados muestran evidencia de que no hay diferencias significativas (¢=0.05) en cuanto
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al consumo de la fuente de carbono al inhibir la actividad de proteasas, como se muestra en la
grifica 8, lo cual indica que el factor tratamiento en esta determinacion no estd causando un

efecto sobre los resultados obtenidos.
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Griéfica 8. Consumo de sustrato (g/L) de cada punto de muestreo del cultivo liquido (actividad
proteasa inhibida) con la cepa PoB de P. ostreatus. Cada punto representa la media de seis
réplicas, % su error estandar.

9.2.4. Determinacion de actividad lacasa

La cuantificacién de la actividad lacasa muestra que ésta aumenta, con respecto al control, en

los tratamientos con la actividad proteasa inhibida. En primer lugar y como s¢ esperaba, ¢l
medio adicionado con el coctel de inhibidores resulté con los valores de actividad mas altos
(17.66 UL/L pico més alto a las 192 h, hasta las 312 h con 10.37 UI/L). Esto debido a que esta
mezcla contiene inhibidores para los diferentes tipos de proteasas, por lo que se esperaba la
mayor actividad de lacasas en los ECE de este tratamiento. En segundo lugar, se encuentran

los cultivos tratados con Pepstatin A (actividad proteasa 4cida inhibida), en los cuales se
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mewo ¢l valor de actividad mas alto al final del cultivo (18 UI/L). Se apreci6 el mismo efecto
= Jos cultivos con PMSF (inhibidor de proteasas neutras) y también se mostr6 el pico mas
e de actividad a las 432 h con un valor de 17.03 UI/L. En cuanto al cultivo con EDTA y el
semtrol se encontraron los valores mas bajos de actividad (sin diferencias significativas
Swrae todo el cultivo, =0.05), lo cual indica que las proteasas inhibidas por EDTA no
gresentaron ningtn efecto sobre la actividad de lacasas.

Los datos obtenidos de los cinco tratamientos muestran la mayor actividad lacasa a las 192
% con diferencias estadisticas (¢=0.05) entre los tratamientos con PMSF, Pepstatin A y coctel,
con respecto al control. Asimismo, se encontraron diferencias estadisticas entre los cultivos
zon coctel comparado con los cultivos con PMSF y Pepstatin. El mismo efecto se present6 a
tas 312 h de cultivo. En el altimo punto evaluado, se muestra mayor actividad en los cultivos
on inhibidores de proteasas neutras y 4cidas, lo cual indica que las proteasas neutras y acidas
son las que mayor efecto tienen sobre la actividad de lacasas, debido a que estos dos
tratamientos muestran el mismo efecto durante los puntos de cultivo evaluados sin presentar
diferencias estadisticamente significativas (¢=0.05). Al final del cultivo, los tratamientos con
coctel de inhibidores, proteasa alcalina inhibida (EDTA) y el control no presentan diferencias
estadisticas. El EDTA debido a que no mostrd efecto alguno y el coctel quizés por la
degradacion de los inhibidores con el paso del tiempo. Finalmente, se puede notar el efecto de
los tratamientos con inhibidores sobre la actividad de lacasa a través del tiempo, como se
observa en la gréfica 9.
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Grifica 9. Actividad lacasa (UI/L) extracelular durante el cultivo con inhibidores de
proteasas. Cada punto representa la media de seis réplicas, + su error estandar.

9.2.5. Determinacién de actividades proteasa
9.2.5.1.  Actividad proteasa a pH alcalino (9.0)
Se determing la actividad proteasa a pH alcalino para los tratamientos con el coctel, EDTA y
el cultivo control. En los ECE tomados a las 72 h de cultivo, el EDTA inhibe con més
intensidad a la actividad proteasa. En este punto, el coctel disminuye la actividad
aproximadamente en un 50%. En los dos puntos siguientes, la actividad en los tratamientos
con los inhibidores, presenta el mismo patrén de inhibicién y se puede notar que disminuyen
4.5 veces su actividad (grafica 10). Al final del cultivo la actividad proteasa es similar en los
tres tratamientos (1.38 U/mL). Se determinaron diferencias estadisticamente significativas
(0=0.05) entre los cultivos control y los adicionados con inhibidores (coctel y EDTA), excepto

en el ultimo punto analizado.
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Grifica 10. Actividad proteasa (U/L) extracelular, a pH alcalino 9.0, durante el cultivo con
inhibidores de proteasas. Cada punto representa la media de seis réplicas, + su error estandar.

9.2.5.2. Actividad proteasa a pH neutro (7.0)
La actividad proteasa neutra se registré en los 4 puntos evaluados del cultivo y se determiné
para los tratamientos con coctel, PMSF y el grupo control. Los resultados muestran una
actividad constante (alrededor de 2.8 U/L) en el tratamiento control. Los cultivos con
inhibidores disminuyen la actividad (7 veces) sin diferencias estadisticas entre ellos hasta las
192 h (¢=0.05). A las 312 h, el experimento con coctel aumenta sus valores de actividad yel
tratamiento con PMSF mantiene la actividad baja hasta el final del cultivo. Los resultados
muestran que el PMSF es mejor inhibidor, comparado con el contenido en el coctel (para
proteasas neutras), puesto que mantiene valores bajos de hidrélisis durante todo el cultivo,

efecto que se puede observar en la gréfica 11.
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Grifica 11. Actividad proteasa (U/L) extracelular, a pH neutro 7.0, durante el cultivo con
inhibidores de proteasas. Cada punto representa la media de seis réplicas, + su error estindar.

9.2.5.3. Actividad proteasa a pH 4cido (2.0)
A continuacion, se evalué la actividad proteasa de tipo 4cido y los datos fueron obtenidos de
los ECE del cultivo control, cultivo con coctel de inhibidores y con Pepstatin A. Se observo
actividad proteasa (control) en el punto de las 72 h con 1.83 U/L, el valor mas alto registrado
fue de 5.99 U/L (192 h). Posteriormente, la actividad comenzé a disminuir hasta el ltimo
punto evaluado (4.36 U/L, 432 h). Los tratamientos con inhibidores resultaron muy efectivos
sobre las proteasas al disminuir la actividad durante todo el cultivo. No se registraron

diferencias estadisticas entre los dos tratamientos con inhibidores (a=0.05) (grafica 12).
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Grifica 12. Actividad proteasa (U/L) extracelular, a pH 4cido 2.0, durante el cultivo con
inhibidores de proteasas. Cada punto representa la media de seis réplicas, =+ su error estandar.

9.2.6. Perfiles de isoenzimas con actividad enzim4tica lacasa extracelular por
zimografia
Los ECE obtenidos de los cultivos (72, 92, 312 y 432 h de cultivo) fueron corridos en geles de
acrilamida, esto con la finalidad de comparar la presencia de isoenzimas de lacasa en cada
punto de muestreo con respecto al tratamiento. Para este fin las muestras se corrieron de la
siguiente manera: las columnas son cada tratamiento, Control: cultivo sin inhibidor; Coctel:
cultivo con coctel de inhibidores; EDTA: cultivo con inhibidor de proteasas alcalinas; PMSF:
cultivo con inhibidor de proteasas neutras y Pepstatin A: cultivo con inhibidor de proteasas

acidas.

Los ECE obtenidos a las 72 h, permitieron detectar la presencia de una banda en cada
tratamiento y se localiz6 a la altura del marcador molecular de 36 kDa (figura 4). Los ECE
obtenidos a las 92 h de cultivo presentaron una banda en cada isoenzima de lacasa en cada

tratamiento. Esta se trata de la misma isoenzima de aproximadamente 36 kDa vista a las 72 h
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de cultivo (figura 4). No obstante, se logran percibir diferencias en la intensidad oxidativa
entre las bandas de cada tratamiento (unas bandas se notan mas tenues). La banda de la
isoenzima encontrada en los medios con el coctel es mas intensa, tal y como se muestra en la

figura 5.

De las muestras tomadas a las 312 h de cultivo se logré detectar la presencia de dos
isoenzimas de lacasa. La primera, con poca intensidad, a la altura del marcador molecular de
55 kDa y la segunda, con un peso molecular aproximado de 36 kDa. Un rasgo importante que
se puede observar, es que las bandas obtenidas de los ECE con coctel, EDTA, PMSF y
Pepstatin A son més intensas con respecto a la isoenzima en la columna del control (Figura 6).
Estas mismas caracteristicas presentaron las isoenzimas de los ECE obtenidos a las 432 h de
cultivo, las cuales tienen una mayor intensidad de oxidacién en los geles corridos (figura 7).
Finalmente, los resultados muestran las diferencias en intensidad de las bandas con respecto al

tratamiento.
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Figura 4. Perfil de isoenzimas de lacasa obtenidos a las 72 h de cultivo con la cepa PoB de P.
ostreatus en medio liquido con inhibidores.
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Figura 5. Perfil de isoenzimas de lacasa obtenidos a las 192 h de cultivo con la cepa PoB de

P. ostreatus en medio liquido con inhibidores.
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Figura 6. Perfil de isoenzimas de lacasa obtenidos a las 312 h de cultivo con la cepa PoB de
P. ostreatus en medio liquido con inhibidores.
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Figura 7. Perfil de isoenzimas de lacasa obtenidos a las 432 h de cultivo con la cepa PoB de
P. ostreatus en medio liquido con inhibidores.

9.2.7. Perfiles de isoenzimas con actividad enzimdtica proteasa extracelular por
zimografia
Al igual que en los ECE evaluados en la caracterizacién, se obtuvo el mismo patrén de
isoenzimas en los cultivos con inhibidores, en los ECE tomados a las 192 y 312 h de cultivo,
se observaron dos isoenzimas con actividad proteasa (Figura 8 y 9). De los ECE obtenidos a
las 432 h de cultivo se logré apreciar (entre los marcadores de peso molecular de 55 y 130
kDa) la presencia de al menos cuatro isoenzimas (Figura 10) con actividad proteasa
extracelular en los cinco tratamientos (todo lo anterior se determiné a pH neutro). Las
muestras se corriecron a pH 4cido y alcalino y de éstas no se observaron bandas en los

zimogramas.
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Figura 8. Perfil de isoenzimas de proteasas obtenidos a las 192 h de cultivo con la cepa PoB
de P. ostreatus en medio liquido con inhibidores.
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Figura 9. Perfil de isoenzimas de proteasas obtenidos a las 312 h de cultivo con la cepa PoB
de P. ostreatus en medio liquido con inhibidores.
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Figura 10. Perfil de isoenzimas de proteasas obtenidos a las 432 h de cultivo con la cepa PoB
de P. ostreatus en medio liquido con inhibidores.
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10. DISCUSION

En primer lugar, se cuantificé la produccion de biomasa durante el cultivo con lo que se

observaron las tres fases de crecimiento del organismo. Dado que el modelo logistico
empleado para el célculo de la biomasa (Solver Excel) considera los tiempos de adaptacion y
estacionaria, el valor de la p refleja de manera integral los tiempos de retardo del crecimiento
exponencial. La fase de adaptacion dur6 hasta las 120 h. Por el contrario en otros estudios se
han encontrado fases de adaptacion que duran alrededor de las 200 h (Diaz 2012), por lo que
el organismo empleado en este estudio present6 un periodo de adaptacion mas corto. En el
caso de la velocidad especifica de crecimiento, Tlecuitl-Beristain y cols. (2008) obtuvieron
valores de 0.02 h”! con una Xmax de 7.8 con una cepa de hongos de la misma especie y en
medio liquido. En comparacion con nuestros resultados, la p obtenida fue similar y por el
contrario la produccién de biomasa fue menor. En los cultivos liquidos (pH 6.5) evaluados por
Téllez-Téllez y cols. (2008) obtuvieron una p de 0.018 h!, menor a la obtenida en este estudio
(0.02). Por tanto, el organismo evaluado en este estudio mostré una adaptacion mas rapida y
con una velocidad especifica de crecimiento similar a otras cepas de la misma especie puestas

a prueba.

Salmones y Mata (2005) mencionaron que la enzima lacasa esta asociada con la rapida
adaptacion del organismo al sustrato. Con relacion a esto, en este estudio inici6 el incremento
en los valores de actividad lacasa a partir de las 92 h de cultivo, momento aproximado en que
termina la adaptacion del organismo en nuestro estudio. Por el contrario, Téllez-Téllez y cols.
(2008) determinaron valores altos de actividad lacasa al final del cultivo de P. ostreatus,
alrededor de las 400 h. En cambio, Iandolo y cols. (2011) obtuvieron los picos mas altos de
actividad lacasa durante los primeros dias de cultivo (dia 3 y 4) con P. ostreatus. Sin embargo,
en nuestro estudio se observaron valores altos durante la fase exponencial de crecimiento,
alrededor de las 192 h de cultivo. No obstante, se determinaron los valores mas altos de
actividad, al final del cultivo, a las 432 y 480 h de cultivo.

En el presente estudio, se logré identificar actividad (por espectrofotometria) de los tres
tipos de proteasas respecto a su pH 6ptimo de actividad durante todo el cultivo con la cepa

PoB de P. ostreatus. Se lograron detectar mediante zimografia, a pH neutro (7.0), isoenzimas
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de proteasas con diferente peso molecular (kDa) a partir de las 92 h de cultivo. Estas
permanecen constantes durante todo el cultivo aumentado la cantidad de bandas a partir de las
216 h (se observaron al menos dos bandas entre los marcadores de 95 y 130 kDa) y al final de
cultivo se aprecian isoenzimas de proteasas (al menos 4 bandas) entre los marcadores de 55 y
130 kDa.

Existen pocos estudios en la literatura sobre las proteasas de Pleurotus spp. (Dorneles y
cols. 2014). En este sentido, hay algunos estudios en los que se compard la actividad
proteolitica entre diferentes especies de hongos, puesto que se conoce de su efectiva
produccion de proteasas extracelulares. Por ejemplo, en un estudio realizado por Campos y
cols. (2011) demostraron que P. ostreatus, a pesar de tener un sistema versatil capaz de
adaptarse a diferentes sustratos con diferentes concentraciones de nitrégeno, produce menos
protedlisis que L. edodes. Asimismo, se ha identificado, por diversos métodos, la presencia de
proteasas en medios de cultivo con Pleurotus. Por ejemplo, Cui y cols. (2007) identificaron
una unica banda de proteasa de 28 kDa producida por P. citrinopileatus, la cual presenté la

mayor actividad a pH alcalino.

Gran parte de las proteasas acidas descritas presentan menor peso molecular con respecto a
proteasas neutras (Dorneles y cols. 2014). Es el caso de una aspartato proteasa identificada en
cultivos de P. eryngi, la cual fue descrita con una masa molecular de 11.5 kDa (Wang y Ng
2001). En este estudio no fue posible revelar bandas de proteasas acidas (aun cuando se
registr6 actividad proteasa acida por espectrofotometria) por el método SDS PAGE, esto
quizds por que poseen también un pequefio tamaiio al igual que las proteasas acidas reportadas
en la literatura. Si bien es cierto que se estan empleando métodos de purificacion mas
efectivos para aislar proteasas de Pleurotus, en su mayoria son para aplicaciones industriales
(Kumar y cols. 2005, Karimi 2015, Kumar y cols. 2015, Sethi y Gupta 2015, Sila y cols. 2015,
Srilakshmi y cols. 2015). En definitiva, pocos trabajos se han dedicados al estudio de la
participacién de proteasas en procesos bioldgicos, por ejemplo en mecanismos de regulacion
enzimética como algunos autores han sugerido (Palmieri y cols. 2000, 2001, Rodriguez y cols.

2008). En este estudio se llevo a cabo un segundo experimento para evaluar el efecto de la

actividad de proteasas sobre lacasas extracelulares producidas por la cepa PoB de P. ostreatus




cultivado en medio liquido y de esta manera generar informacién sobre esta interaccion

enzimatica.

En la evaluacion del efecto de la actividad proteasa sobre la actividad de lacasas
extracelulares, la adicion al cultivo de diferentes inhibidores de proteasas no tuvo diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la produccién de biomasa, lo cual indica que el
factor tratamiento no afect6 la produccion de biomasa. Por otra parte, el consumo de sustrato
no presentd diferencias estadisticas (¢=0.05) entre tratamientos de los ECE del cultivo. No hay
reportes de estos pardmetros evaluados cuando se usan inhibidores de proteasas, por lo que
¢éste es uno de los primeros estudios en los que se determina si hay efecto de la inclusién de
inhibidores de proteasas en cuanto a los parametros de generacién de biomasa y consumo de

sustrato de la cepa PoB de P. ostreatus, cuando se cultiva en medio liquido.

La cuantificacién de actividad lacasa muestra que ésta aumenta, con respecto al control, en
los tratamientos con la actividad de proteasas inhibida. Sin embargo, los valores de actividad
lacasa son diferentes en cada tratamiento. Entre los cultivos con PMSF y Pepstatin A
(Actividades proteasa neutra y 4cida inhibidas, respectivamente) no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Estos dos grupos fueron diferentes estadisticamente con
respecto al control y al cultivo con el coctel. El tratamiento con EDTA (inhibidor de
metaloproteasas) mostré un comportamiento similar al del control, es decir, no hubo efecto
alguno de este factor sobre la actividad de lacasas. Esto pudiera explicarse con el hecho de que
la mayoria de las metaloproteasas reportadas tienen otro tipo de funcién, por ejemplo en la
formacion de micelio como lo menciona Domeles vy cols. (2014). Asimismo, en una
investigacion realizada por Datta (1992), determiné que no hay un aumento en la actividad de
enzimas ligninoliticas respecto a la presencia de proteasas de tipo acido. No obstante, en
nuestro estudio se demostré que al emplear inhibidores de proteasas 4cidas en los medio de
cultivo, la actividad lacasa aumenta, mas cuando las proteasas se inhiben utilizando un coctel
de inhibidores. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Palmieri y cols. en el
2000, quienes utilizaron un coctel para disminuir la hidrélisis causada por proteasas y de este
modo obtuvieron una mayor actividad lacasa. Palmieri y cols. (2000) identificaron y

purificaron una isoenzima de lacasa de 75 kDa, que se pierde en la fase temprana de
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crecimiento de Pleurotus ostreatus. Estos autores sugieren que dicha pérdida se debe a la
presencia de proteasas extracelulares. Un afio mas tarde, el mismo grupo de investigacion
identifico la presencia de una proteasa €n los medios extracelulares, la cual presentaba una
actividad 6ptima a pH neutro. Shaba y Baba (2012) registraron valores altos de actividad
proteasa a pH 7.0, por lo que sugieren la presencia de proteasas neutras en los cultivos de G.
sepiarum y P. ostreatus. Asimismo, Hossain y cols. (2006) registraron un pH optimo de 8
(alcalino) para proteasas producidas por 4. flavus 'y A. niger. Por el contrario, Coral y cols.
(2009) registraron actividad proteasa a pH acido (3.0) y alcalino (9.0) en cultivos con A. niger.
Wang y Ng (2001) identificaron una aspartato proteasa con actividad 6ptima a pH 5.0 en
cultivos de P. eryngii. En los estudios anteriores no se report6 la presencia de los tres tipos de

proteasas en los cultivos de hongos evaluados.

Como se observa en los resultados de actividad proteasa del presente estudio, los
inhibidores la disminuyen en diferente proporcion. El PMSF (inhibidor de proteasas neutras)
disminuy6 en un 50% la actividad, lo que sugiere la participacion de proteasas de serina en la
protedlisis de enzimas lacasa. El PMSF ha resultado ser buen inhibidor y, por ejemplo,
Staszczak y cols. (2000) encontraron una disminucion en la actividad especifica de proteasas

extracelulares, después de la adicion de este compuesto. En consecuencia, la actividad de

lacasas y peroxidasas extracelulares aument6. En su estudio tomaron como factor la ausencia

de una fuente de carbono y nitrogeno, pues sugieren que esta condicion pudiera ser favorable

para la produccion de proteasas y asi disminuir la actividad de lacasas. Al final reportan un

aumento en la actividad de enzimas ligninoliticas. No obstante resulta confuso, pues no se

determina si el aumento en la actividad de lacasas y peroxidasas es por la inhibicion de

proteasas o por la ausencia de nutrientes en el medio. A diferencia, en nuestro estudio solo se

considero la inhibicion de proteasas, y con esto se obtuvo un aumento estadisticamente

significativo (a=0.05) en la actividad de lacasas en los tratamientos con el coctel, PMSF y

Pepstatin A, con respecto al control.




11. CONCLUSIONES

*
".

Se caracteriz6 la produccion de lacasas y proteasas extracelulares en la cepa PoB de
Pleurotus ostreatus. En dicha caracterizacion, la actividad extracelular de lacasa
obtuvo los valores més altos durante la fase exponencial y se identificaron dos

isoenzimas aparentemente de diferente peso molecular.

En cuanto a la produccion de proteasas se identificaron los tres tipos (con respecto a su
PH 6ptimo de actividad) durante el tiempo que duré el cultivo. Se obtuvo la presencia
de al menos cuatro isoenzimas de proteasas posicionadas entre los 70 y 130 kDa

aproximadamente, con respecto al marcador de peso molecular, a pH neutro.

La actividad de lacasas se ve afectada de manera positiva al inhibir a los diferentes
tipos de proteasas, particularmente por las proteasas de tipo acido y neutro, las cuales
aumentan aproximadamente 1.33 veces la actividad de lacasas. Las proteasas inhibidas

por EDTA (alcalinas) no presentan efecto sobre la actividad de lacasas.

51




12. PERSPECTIVAS

1. En este estudio se determiné la presencia de proteasas con respecto al pH 6ptimo de
actividad. Sin embargo este método, sin la previa purificacion de las enzimas, no
permite visualizar a las proteasas especificas presentes en el medio, por lo que seria
importante purificar e identificar a las proteasas presentes y ser mas puntual en cuales
estan participando en la regulacién de enzimas lacasa y confirmar el pH 6ptimo de
actividad.

2. No fue posible determinar la presencia de proteasas dcidas por medio de zimografia,
debido probablemente a que se han reportado como enzimas de muy bajo peso
molecular, por lo que se sugiere otro método para su identificacién (por ejemplo
cromatografia de alta resolucion).

3. La secuenciacion de aminoacidos de proteasas ayudaria a su identificacion y asi se
podria generar otro tipo de estrategias moleculares (silenciamiento génico o Knockout)
para disminuir su actividad con la finalidad de aumentar mas la actividad de lacasas,

pues en este estudio se observé un aumento significativo al emplear inhibidores

comerciales.
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