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ACTIVIDAD ENDOPOLIGALACTURONASA
DE UN PREPARADO DE LA LEVADURA Kluyveromices
marxianus AISLADA DE LA PULPA DEL CAFE

AnaR. Garcia®, Maria l. Balbin, J. C. Cabreray Arlay Castelvi

ABSTRACT. Polyga acturonase enzymes are characterized by
their depolymerizing action on the polygal acturonic acid and
low metoxilation degree pectins; they can appear in higher
plants or be produced by diferent microorganisms. The
objective of the present work istoisolate and characterize the
pectinolytic activity of the culture means of Kluyveromyces
marxianus yeast obtained by coffee pulp fermentation in the
University of Oriente. Thispreparationischaracterized through
determining enzymatic activitiesand el ectrophoresisanalyses,
also recording the presence of endopolygal acturonase activity.
They settle down like favorable conditions for pectic acid
degradation by the action of enzymes present in this pH 5.2
preparation at 37°C.
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INTRODUCCION

Las pectinas constituyen una fraccién importante de
los alimentos vegetales e intervienen en el desarrollo de
los érganos de las plantas, desempefiando importantes
funciones en la evolucién de las estructuras celulares (1).
Se encuentran estrechamente relacionados en la pared
celular primaria y en la region intercelular de los tejidos
vegetales (2). Estas sustancias son degradadas natural-
mente por enzimas pécticas, las cuales pueden apare-
cer en plantas superiores o ser producidas por diferen-
tes microorganismos (3, 4).

Las enzimas pécticas microbianas son determinan-
tes en la patologia vegetal (5) y los alimentos fermenta-
dos, pero son también producidas industrialmente para
su utilizacién en la industria alimentaria (6, 7) y para el
andlisis de la pectina y estudios de la pared celular cuan-
do estan purificadas.

En las plantas estas enzimas producen importantes
cambios estructurales en los frutos y vegetales durante
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RESUMEN. Las enzimas poligal acturonasas se caracterizan
por su accion depolimerizante sobre €l &cido poligalacturénido
y las pectinas de bajo grado de metoxilacion; estas pueden
aparecer en plantas superiores o ser producidas por diferentes
microorganismos. El objetivo del presente trabajo esaislar y
caracterizar laactividad pectinoliticadel medio decultivodela
levadura Kluyver omyces marxianus obtenida por laUniversi-
dad de Oriente en la fermentacion de la pulpa del café. Se
caracteriza este preparado através de la determinacion de ac-
tividades enziméticasy el andlisis electroforético, encontran-
dose la presencia de actividad endopoligal acturonasa. Se es-
tablecen como condiciones favorables paraladegradacion del
acido péctico por accion de las enzimas presentes en este pre-
parado pH 5.2y temperaturade 37°C.

Palabras clave: poligalacturonasa, Kluyveromices marxianus,
levadura, pectinas, degradacion, pulpade café

la maduracion. Las enzimas poligalacturonasas se ca-
racterizan por su accion depolimerizante sobre el acido
poligalacturénido y las pectinas de bajo grado de
metoxilacion (8). En correspondencia con el modo de
accion de estas enzimas se clasifican en
endopoligalacturonasas (endoPG) (EC 3.2.1.15) y
exopoligalacturonasas (exo PG) (EC3.2.1.67).

Las endopoligalacturonasas catalizan la hidrdlisis de
los enlaces glicosidicos internos en las cadenas de
poligalacturonatos de modo aleatorio, mientras que las
exopoligalacturonasas actuan sobre el extremo no reductor
del sustrato, liberando acido monogalacturénico.

Las enzimas poligalacturonasas son producidas por
una amplia variedad de organismos como hongos, bacte-
rias, algunas levaduras, plantas superiores y algunos
nematodos parasitos de plantas; tal es el caso de las
endopoligalacturonasas. Las exopoligalacturonasas, por
su parte, aparecen en diferentes frutas y vegetales, y pue-
den ser producidas por hongos y algunas bacterias (9).

La actividad exoPG disminuye los rendimientos en
oligogalacturénidos durante la hidrdlisis de los
poligalacturonatos y resulta dificil inhibir selectivamente
la actividad de esta enzima regulando las condiciones de
reaccion, ya que ambas enzimas requieren de condicio-
nes similares para degradar los poligalacturonatos.

Con respecto a la temperatura estas enzimas han
sido ampliamente estudiadas en funcién de las condicio-
nes de trabajo y, en sentido general, se refiere como tem-
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peratura éptima para enzimas endoPG el intervalo com-
prendido entre 30 y 40°C (10). No obstante, algunos hon-
gos como el Rhizopus nigricans y Sclerotinia sclerotiorum
tienen una actividad enzimatica poligalacturonasa consi-
derablemente alta a valores de 50°C (11). Por otra parte,
se destaca que las enzimas poligalacturonasas
secretadas por la levadura Saccharomyces bayanus tie-
nen su maxima actividad a los 45°C (12).

Las pectinasas comerciales son preparados
fungicos, principalmente de las especies Aspergillus, pro-
ducidas por diferentes compafias (Gist-Brocades,
NOVOZYMES, Rahm, Biocom, Genencon International,
Miles Kalichemie, ABM Sturge, Amano, A.T.P., Shin-
Nihon).

La NOVOZYMES es la multinacional mayor produc-
tora de enzimas industriales del mundo. Entre estas
enzimas se cuentan los preparados pectinoliticos para la
despectinizacién durante la maceracioén de frutas, elabo-
racion de zumos y vinos, etc. Existe un surtido diverso
de preparados pectinoliticos industriales en funcién del
amplio campo de aplicacién de estas enzimas.

El Pectinex Ultra Spl es uno de estos preparados
pectinoliticos que se obtiene por fermentacion de cepas
de Aspergillus niger modificadas genéticamente y que
contiene una actividad PG alta, aunque aparecen en este
otras enzimas pectinoliticas como pectinliasas,
pectinmetilesterasas y otras carbohidrasas no
pectinoliticas como celulasas y algunas hemicelulasas.

Sin embargo, se refiere que un 85-90 % de las pro-
teinas totales secretadas por la levadura Kluyveromyces
marxianus (CCT 312) son endoPG, no detectandose ni
pectinliasas ni pectinmetilestearasas (13).

En Cuba, en la Universidad de Oriente, se informa
gue las enzimas pécticas obtenidas de la levadura
Kluyveromyces marxianus, en la fermentacion del café
presentan un elevado porcentaje de actividad endoPG (14).
Por tal motivo nos propusimos para este trabajo el objeti-
vo de aislar y caracterizar la actividad pectinolitica del
medio de cultivo de la levadura Kluyveromyces marxianus
de produccion nacional y establecer las condiciones fa-
vorables para la degradacion del acido péctico (pH, tem-
peraturay estabilidad térmica) por la accion de las endoPG
presentes en el preparado enzimatico de la mencionada
levadura.

MATERIALES Y METODOS

Preparado pectinolitico de levadura Kluyveromyces
marxianus. Se utilizé el medio de cultivo de la levadura
Kluyveromyces marxianus aislada de desechos de la pro-
duccioén cafetalera (14). Se definié este como el extracto
crudo enzimético (ECE).

Los componentes de bajo peso molecular presen-
tes en el medio de cultivo se aislaron del extracto crudo
enzimatico (ECE) por ultrafiltracion, utilizando el Sartocon
Micro de 5 000 Da, obteniéndose dos fracciones: el
permeado (MM<5 000 Da) y el retenido (MM>5 000 Da).
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Sustrato utilizado. Se prepar6 acido péctico a partir de
pectina SIGMA (14).

Estudio de la actividad pectinolitica. Determinacién de
actividades enzimaticas. La actividad endoPG se deter-
mino viscosimétricamente utilizando como sustrato la sal
sédica del acido poligalacturénico (SIGMA) 0.5 % en so-
lucién tampén fosfato de sodio 0.02 mol.L™*, pH 5.2 auna
temperatura de 37°C. Los datos viscosimeétricos fueron
convertidos arbitrariamente a unidades de actividad rela-
tiva (16).

La actividad poligalacturonasa total (endo+exo) se
determind cuantificando los azlcares reductores libera-
dos por la accion de la enzima sobre el sustrato (17). Las
condiciones de reaccién fueron las mismas que se utili-
zaron para el ensayo de las endoPG. Una actividad de
exoPG se define como la cantidad de enzima que libera
un pmol de grupos reductores por minuto.

La actividad pectato y pectin liasa se determiné cuan-
tificando el incremento de los productos insaturados
(A=235 nm) en buffer fosfato de sodio 0.02 mol.L™ pH 7.5,
CaCl, 0.004 mol.L™. Los sustratos empleados fueron el
acido péctico para la determinacién de la actividad pectato
liasa y la pectina SIGMA para la actividad pectin liasa.
Las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente
con una concentracion de sustrato de 0.5 %. Una unidad
de actividad liasa se define como la cantidad de enzima
gue libera un pmol de productos insaturados por minuto.
Comportamiento de la actividad poligalacturonasa en fun-
cién del pHy la temperatura de reaccion. El ensayo se
realizé determinando las actividades poligalacturonasas
teniendo en cuenta las variables a analizar. Para el estu-
dio del comportamiento de la actividad en funcion del pH
se varia este desde 3.5 hasta 6.5. En el intervalo de pH
comprendido en 3.5 y 4.5 se utiliz6 solucién tampon
acetato de sodio 0.02 mol.L™ y entre 5.0 y 6.5 se utiliz6
buffer fosfato de sodio 0.02 mol.L™. El ensayo para el
estudio de latemperatura se realizé en un rango entre 30
y 65°C.

Estudio de la estabilidad de la actividad
endopoligalacturonasa a diferentes temperaturas. Una
solucion de enzima diluida en buffer fosfato de sodio
0.02 mol.L™, pH 5.2 se incubd a 37°C y a diferentes inter-
valos de tiempo se extrajeron alicuotas de esta, determi-
nandose la actividad endoPG segun se define en el Epi-
grafe 3.3.1. De igual forma el ensayo se realiz6 para las
temperaturas de 43, 49 y 60°C. Los resultados se expre-
saron como porcentaje de actividad residual.

Analisis electroforético de proteinas. El analisis de pro-
teinas totales se realiz6 mediante el sistema SDS-PAGE
(18). Se us6 un minigel al 15 % de (8x7)cm, 1.5 mm de
grosor. Se utilizé una fuente de corriente constante de
80 mA. La deteccion se realizé con una tincion plata (19).
Se utilizaron marcadores de proteinas de diferentes ma-
sas molares para conocer la ubicacion de las bandas:
fosfolipasa B (94 000 Da), albuamina (67 000 Da),
ovoalbumina (43 000 Da), anhidrasa carbénica (30 000 Da),
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inhibidor de tripsina (20 100 Da), a—lactoalbtmina (14 400 Da)
e insulina (5 000 Da).

Analisis estadistico. Se utilizd la estadistica descriptiva
par la interpretacion de las muestras, empleando la me-
dia (X), la desviacién estandar (S) y porcentajes.

Para establecer la diferencia entre los estadigrafos
se emplea la décima de comparacion de diferencia para
dos medias, segun la prueba de t-Student y la décima de
comparacion de K proporciones con K=2 segun la prueba
de Duncan al 5 %.

Todo el andlisis estadistico se realizd utilizando el
paquete estadistico STATGRAPHICS PLUS 3.1y el soft-
ware COMPROP 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las actividades correspondientes a las enzimas
poligalacturonasas y liasas del ECE de la levadura
Kluyveromices marxianus, se muestran en la Tabla I.

Tablal. Actividades liasas y poligalacturonasas del
ECE delalevaduraKluyveromices marxianus
aislada de los desechos de la produccién

cafetalera
Enzimas Actividades (U.ML™)
Endopoligal acturonasas (endoPG) 191
Poligalacturonasatotal (PG total ) 3
Pectinliasas No detectada
Pectatoliasas No detectada

En el medio de cultivo de la levadura Kluyveromices
marxianus aparece como actividad péctica mayoritaria la
poligalacturonasay no se detectan las actividades pectin
y pectatoliasas. Estos resultados son muy convenien-
tes, porque con su empleo en la degradacion del &cido
péctico se evita la actividad indeseable de las enzimas
liasas.

En la literatura se plantea que una gran parte de las
proteinas totales secretadas por las levaduras se corres-
ponden con enzimas poligalacturonasas, aunque puede
darse la situacién de que también se detecten liasas. Asi
por ejemplo, en estudios realizados con una levadura de
la misma especie, pero extraida de la fermentacion de la
pulpa de cacao, refieren la ausencia de enzimas liasas y
como actividad mayoritaria la poligalacturonasa (13). Sin
embargo, puede encontrarse la situacion de que alguna
levadura pueda también secretar enzimas liasas; tal es
el caso de extractos de Kluyveromices fragilis, que sélo
después de purificar las endopoligalacturonasas es que
resulta posible tener un preparado enzimatico desprovis-
to de las actividades pectin y pectato liasas (20).

Los preparados enzimaticos comerciales en su ma-
yoria, estan constituidos por una mezcla de enzimas entre
las que se encuentran las liasas (21). Estos preparados
enziméticos comerciales generalmente provienen de hon-
gos que al igual que las bacterias producen enzimas
liasas. Por ejemplo, en la bacteria Erwinia caratovora estas
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enzimas son determinantes en la patologia vegetal (22).
También la especie Neocallimastix de hongos anaerdbicos
es capaz de secretar enzimas liasas en una gran propor-
cion (23).
Caracterizacion de las fracciones obtenidas por
ultrafiltracion. La ultrafiltracion del ECE de la levadura en
estudio se utilizé como método para concentrar las pro-
teinas presentes, aunque al eliminar los componentes de
baja masa molecular correspondientes al medio de culti-
vo se logra también una purificacién parcial de estas.
Los parametros de control del proceso de
ultrafiltraciéon del ECE, para cada una de las fracciones
obtenidas se muestran en la Tabla 1.

Tabla Il. Caracterizacién de las fracciones obteni-
das por ultrafiltracién

Volumen Proteinas Actividad
inicial totales especifica PGtotal
(%) (mg) (U.mg™)
Extracto crudo 100 38,5 342+2b
enzimético (ECE)
Retenido 65 29.6 398+3a
Permeado 35 10.5 No detectada

Diferencias significativas para p<0.001

En la fraccion correspondiente al retenido, la activi-
dad especifica fue significativamente mayor con respecto
al ECE, a pesar de que en esta Ultima la cantidad de
proteinas totales es mayor.

Las diferencias detectadas en las fracciones indican
la posibilidad de que a través del proceso de la
ultrafiltracién se hayan eliminado algunos componentes
del medio de cultivo, que podian estar actuando como
interferentes en la técnica empleada para la determina-
cién de proteinas, ya que con masas molares inferiores a
5000 Da solo es posible encontrar oligopéptidos o
aminoécidos residuales del proceso de fermentacion del
microorganismo. Esto nos sugiere que, simultaneamen-
te a la concentracion, se haya logrado una purificacién
parcial de las proteinas presentes.

El hecho de que en el permeado no se detecte nin-
guna actividad pectinolitica es de suma importancia, por-
que através de este resultado se comprobd la carencia
de las enzimas de interés en esta fraccion. Esta ausen-
cia era de esperar luego de emplear un Sartocon Micro
de 5000 Da, lo que resulta un indicativo de la efectividad
del proceso empleado y ademas se corrobora que esta
fraccion contiene aquellos componentes que se encon-
traban en el medio de cultivo cuya masa molecular no
excedia el valor citado.

Por estas razones podemos plantear que el proceso
de ultrafiltracién resulta ventajoso, porque através de la
eliminacion de los componentes de baja masa molecular
del medio de cultivo se permite concentrar las enzimas y
paralelamente se logra una purificacion parcial de las pro-
teinas presentes.
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Un analisis méas exhaustivo en relacion con la com-
posicién proteica de las fracciones obtenidas por este
método se desarrolla a través de la electroforesis.

En la Figura 1 se muestra la electroforesis en gel de
poliacrilamida del ECE vy las fracciones obtenidas de la
ultrafiltracion (retenido y permeado).

" p Fu 3 -,
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5 000 d
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Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida del
ECE y las fracciones obtenidas por
ultrafiltracién. En todos los casos se aplico
una cantidad similar de proteinas

En la electroforesis se destacan dos bandas defini-
das en el valor de las masas moleculares alrededor de
los 40 000 Da, para las fracciones correspondientes al
ECEy al retenido respectivamente, no detectandose nin-
guna banda en el permeado.

Conrespecto a las masas molares de estas enzimas,
se plantea que es comun la presencia de bandas alrede-
dor de los 40 000 Da cuando en los preparados
enzimaticos estén presentes enzimas poligalacturonasas,
ya sea en preparados provenientes de hongos, bacterias
o levaduras (24). Asi, por ejemplo, al estudiar las enzimas
secretadas por la levadura Kluyveromices marxianus se
obtienen bandas comprendidas entre los 39 000 y 45 000 Da
gue son asignadas a diferentes isoenzimas de
endopoligalacturonasas, que constituyen entre un 85-90 %
de las proteinas totales secretadas por esta levadura (13).

Por otra parte, las enzimas endoPG producidas por
la levadura Saccharomyces cerviciae tienen masas
moleculares alrededor de los 36 000 Da (25) y en el me-
dio de cultivo del hongo Esclerotinia borialis se destacan
también endoPG de MM de 40 000 Da (26).

El hecho de que el patrén de electroforesis de las
proteinas secretadas por la levadura Kluyveromices
marxianus aislada en nuestro pais muestre solo algunas
bandas alrededor de los 40 000 Da, ademas de sugerir la
presencia de enzimas poligalacturonasas indica que prac-
ticamente estas son las enzimas predominantes en el
medio de cultivo.

Este aspecto resulta muy ventajoso para la hidrolisis
enzimatica de las pectinas por accion de las enzimas
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secretadas por esta levadura, porque con su utilizacion
la degradacion estara determinada solamente por la ac-
cién de las enzimas poligalacturonas al no detectarse
otro tipo de enzimas pectinoliticas. Esta ventaja resulta
aun mayor si comparamos estos resultados con el am-
plio espectro de proteinas presente en preparados
pectinoliticos comerciales, en el que se destacan numero-
sas bandas de proteinas alrededor de los 25 000y 94 000 Da
correspondientes tanto a enzimas pectinoliticas como no
pectinoliticas (15).

Por otra parte, la ausencia de sefiales en la fraccion
gue contiene los componentes de MM<5 000 Da ratifica
gue en ella no se encuentren enzimas poligalacturonasas,
por lo que las proteinas detectadas pudieran ser conse-
cuencia de algunos péptidos o aminoacidos libres que no
estan asociados con las enzimas de interés.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las
diferentes fracciones estudiadas se decide definir el rete-
nido como preparado enzimatico de la levadura (PEL) para
estudiar su actividad endoPG.

Condiciones de pH, temperatura y estabilidad térmica. El
efecto del pH de la solucidn sobre la actividad endoPG
del PEL se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Variacion de la actividad endo PG del PEL
con el pH. Se determiné la actividad
endoPG del PEL a diferentes valores de
pH, utilizando la solucién tampo6n adecua-
da (acetato de sodio 0.02 mol.L™ (pH 3.5-4.5)
y fosfato de sodio 0.02 mol.L™ (pH 5.0-6.5)
a37°Cc

En el intervalo de pH estudiado la actividad endoPG
comienza a aumentar hasta un maximo entre 4.9y 5.5, a
partir del cual disminuye drasticamente a medida que
aumenta el pH de la solucion.

Estos resultados son muy beneficiosos si tenemos
en cuenta que trabajando con esos valores de pH evita-
mos el efecto indeseable de enzimas liasas, en caso de
existir, porque ellas requieren de elevados valores (mayo-
res de 8) y se garantiza también una adecuada solubilidad
del sustrato (27).

Teniendo en cuenta estos resultados, se selecciona
como intervalo de pH favorable para el trabajo con el PEL
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entre 5y 5.3, seleccionandose como pH adecuado para
el trabajo con el PEL el valor de 5.2.

En relacion con el pH éptimo para enzimas
poligalacturonasas, se informa que el rango éptimo osci-
la entre 4.5-6.0 (10). Especificamente para estas enzimas
secretadas por levaduras, el pH 6ptimo recomendado esta
entre 5-5.2 (13, 20).

Partiendo de esta primera condicion de trabajo, se
analiza la variacién de la actividad endoPG del PEL a
pH 5.2 con diferentes valores de temperatura y los re-
sultados se muestran en la Figura 3, donde se observa
un maximo en la actividad endoPG a temperaturas en-
tre 55-60°C, mientras que a 65°C la enzima apenas ma-
nifiesta actividad enzimética.

0 Actividad EndoPG(U.mL})

500
400
300
200

100

0 T T \ T
45

Temperatura

Figura 3. Variacion de la actividad endoPG del PEL
con la temperatura. Ensayo realizado uti-
lizando una solucién de fosfato de sodio
0.02 mol.L*, pH 5.2

Teniendo en cuenta que la maxima actividad endoPG
presente en el PEL se manifiesta a valores relativamente
altos de temperatura, resulta necesario comprobar la es-
tabilidad térmica de estas enzimas en el transcurso de
tiempo, con vistas a emplear este preparado enzimatico
en la hidrdlisis del acido péctico.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4,
donde se destaca que a 60°C el proceso de inactivacion de
la enzima se verifica completamente a los 20 minutos; por
lo tanto, aunque la actividad sea maxima a valores de tem-
peratura que oscilan alrededor de este valor, el tiempo du-
rante el cual la enzima es activa es bastante pequefio, lo
gue resulta un inconveniente.

Por otra parte, a la temperatura de incubacion de 43°C
el PEL muestra alrededor de un 70 % de actividad endoPG
residual a los 60 minutos, disminuyendo hasta un 60 % a
los 120 minutos. Sin embargo, a la temperatura de 37°C el
porcentaje de actividad residual del PEL apenas manifies-
ta variacion durante 120 minutos de incubacion.

Estos resultados conllevan a un andlisis del tiempo,
en el cual se realiza la hidrdlisis del &cido péctico para
poder seleccionar una temperatura de trabajo favorable,
estableciendo una relacion entre estabilidad térmica y
actividad enzimatica en funcion de la temperatura.
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Figura 4. Variacién de la actividad enzimatica resi-
dual del PEL en funcién del tiempo de
incubacion, a diferentes temperaturas. Se
emplea una solucién del PEL diluido en
buffer fosfato 0.02 mol.L™y pH 5.2

Si tenemos en cuenta que en estudios anteriores
sobre la hidrélisis del &cido péctico, para la obtencién de
oligogalacturdnidos bioactivos, se plantea que el mayor
porcentaje de estos oligogalacturonidos se obtiene alre-
dedor de las dos horas de hidrdlisis, la temperatura de
37°C resultaria la méas adecuada para la hidrélisis del &cido
péctico por el PEL (15). En este caso, aunque la activi-
dad endoPG del preparado enzimatico en estudio no
manifieste su méximo valor, la elevada estabilidad es du-
rante un intervalo de tiempo de dos horas. Es muy impor-
tante la consideracién de que este tiempo se selecciona
teniendo en cuenta una relacién enzima/sustrato, de for-
ma tal que la velocidad de hidrélisis no sea elevada y
permita la reproducibilidad del método.

En funcién de todos los estudios relacionados con
la actividad pectinolitica del PEL en cuanto a las condi-
ciones de pH, temperatura y estabilidad térmica, se defi-
nen como condiciones favorables para la hidrdlisis
enzimatica del acido péctico por accion del PEL las si-
guientes:

% pH5.2
& Temperatura 37°C.
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