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Proyecto: “Caracterizacion fisicoquimica de péptidos obtenidos por hidrdlisis de proteinas
vegetales”

Resumen. En este trabajo se estudia la produccién de peptidasas de
Aspergillus niger utilizando distintos residuos agroindustriales como sustratos
en fermentaciones en estado soélido. Se emplearon cascara de naranja,
cascarilla de soja, aquenio de platano (Platanus x hispanica) y yerba mate (llex
paraguaiensis) como sustrato de las fermentaciones. Los resultados indicaron
que la cascara de naranja fue adecuada para el desarrollo del A. niger mientras
que la cascarilla de soja fue adecuada para la producciéon de la peptidasa
extracelular por lo que durante la optimizacion del proceso de produccion se
utilizé una mezcla de ambos residuos. La actividad proteolitica de los extractos
enzimaticos obtenidos fue maxima a pH 10, siendo ademas, elevada en el
rango de pH de 7 a 12. Esto permitiria que estas peptidasas sean aplicadas a
la produccién de hidrolizados de proteinas vegetales.

Palabras claves: Peptidasas fungicas, residuos agroindustriales, fermentacion
en estado sélido

Abstract. In this work, the production of peptidases of Aspergillus niger using
different agroindustrial residues as substrates in solid state fermentations was
studied. Orange peel, soybean husk, achene of platano (Platanus x hispanica)
and yerba mate (llex paraguaiensis) were used as fermentation substrates.
Results indicated that orange peel was suitable for the development of the A.
niger while soybean husk was adequate for the production of extracellular
peptidases; thus, during the optimization of the production process, a mixture of
them was used. The proteolytic activity of the enzymatic extracts obtained was
maximum at pH 10, also being high in the pH range of 7 to 12. This would allow
these peptidases to be applied to the production of vegetable protein
hydrolysates.

Keywords: Fungal peptidases, agroindustrial wastes, solid state fermentation

1. Introduccion

Las proteasas son enzimas capaces de hidrolizar los enlaces peptidicos de una proteina y se
clasifican como acidas, basicas y neutras, en funcién de su rango de pH 6ptimo. Pueden extraerse
de fuentes animales, plantas o microorganismos. Dentro de este Ultimo grupo, los hongos son
productores de enzimas que poseen ciertas ventajas. Por una parte, la mayoria de las cepas son
incluidas dentro de la denominacion GRAS (Generalmente Reconocidos como Seguros). Por otra
parte, producen enzimas extracelulares, lo que simplifica su recuperacion del medio de cultivo '

Aspergillus niger es uno de los microorganismos con mayor aplicacion en la industria
biotecnoldgica para la produccién de enzimas extracelulares, desde la década del '60 se ha
convertido en una fuente de numerosas enzimas con gran aplicacion en la industria alimentaria. A.
niger es ampliamente utilizado a nivel industrial para la produccién de numerosas enzimas de gran
importancia comercial 2,

La fermentacion en estado sélido (FES) se refiere a todo proceso de fermentacién que se lleva a
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cabo sobre un sustrato sdlido insoluble en agua, en el cual existe crecimiento microbiano,
practicamente en ausencia de agua libre. Sin embargo, el sustrato debe proporcionar cierto grado
de humedad para permitir el desarrollo microbiano y puede actuar como fuente de nutrientes o
simplemente ser soporte inerte para el crecimiento " ®. Debido a que la actividad bioldgica decae
por debajo de 12 % de humedad, este es el limite minimo requerido para los sistemas de FES *
Particularmente, los procesos fermentativos mas antiguos se han basado en los principios de Ia
FES °. Principalmente, la fermentacion ha sido realizada en estado sodlido en alimentos
fermentados como el queso, pan, tempeh (producto procedente de la fermentacion de la soja),
salsa de soja y miso (pasta aromatizante fermentada, realizada con semillas de soja y/o cereales y
sal marina). En los ultimos 20 afios se ha avanzado en nuevos desarrollos en FES con fines
biotecnoldgicos °. Una ventaja importante del uso de FES es la posibilidad de utilizar sub-
productos agromdustnales como sustratos. Anualmente, Ias industrias producen enormes
cantidades de residuos, y su eliminacién no siempre es sencilla ®

Usualmente, los desechos de las industrias forestales, agricolas y alimentarias son ricos en
azucares, minerales y proteinas, por lo cual poseen un elevado valor nutricional. Por lo tanto, no
seria apropiado denominarlos “residuos”, sino materias primas con fines industriales. Aquellos
derivados de actividades agricolas incluyen paja, tallos, hojas, cascara de frutas y verduras
(naranja, banana, manzana, tomate), pelusa, semillas, harina de soja, pulpa de frutas, legumbres
o] cereales (arroz, trigo, maiz, cebada, sorgo, entre otros), bagazo de cafia de azucar, mijo, entre
otros %%, El aspecto econdémico mas importante de su empleo como sustrato en FES radica en la
ut|I|zaC|on de materias primas de bajo costo para la elaboracién de compuestos con elevado valor
agregado. A su vez, otro aspecto importante es el favorable impacto medioambiental causado por
la reutilizacion de residuos industriales. Generalmente, éstos poseen compuestos fendlicos, con lo
cual su incorrecta eliminacién provoca serios dafios medioambientales, revertido al ser
reutilizados.

La hidrélisis de las proteinas alimentarias usando peptidasas modifica sus propiedades
funcionales. Si la hidrdlisis es lo suficientemente extensiva se puede producir la solubilizacién de
las proteinas antes insolubles. Estos hidrolizados contienen péptidos de bajo peso molecular, en el
orden de dipéptidos a tetrapéptidos °. Existen numerosos estudios que demuestran que las
propiedades funcionales de las proteinas alimentarias pueden mejorarse a través de la hidrdlisis
enzimatica: aumento de la solubilidad '°, estabilizacién de espumas " y de emulsiones
Ademas, los hidrolizados proteicos presentan diversas propiedades bioldgicas como actividad
antioxidante y de inhibicién de la actividad convertidora de angiotensina >

Uno de los alimentos que ha ganado recientemente una gran importancia en el mundo gracias a
sus reportados beneficios nutricionales es la quinua. El valor nutricional de los granos de quinua
ha sido ampliamente reconocido por sus proteinas de alta calidad (PQ), particularmente ricas en
aminoacidos esenciales, como lisina y metionina, los cuales son deficientes en otros cereales. De
acuerdo a la literatura, los granos de quinua presentan un contenido medio de proteinas de 12-
13% y segun las recomendaciones de la FAO y la WHO, la quinua suministra niveles adecuados
de aminoacidos aromaticos, mlentras que los niveles de aminoacidos esenciales son suficientes
para ninos de 10 a 12 afios *. Inclusive, diversos estudios de las propiedades bioldgicas y las
aplicaciones funcionales de a|slados de PQ como también de sus h|drol|zados ofrecen
perspectivas nutracéuticas. Los resultados de estudios realizados por Takao y col. sug|eren que
la prevencion del incremento del colesterol en el plasma y en el higado de ratones alimentados
con una dieta a base de aislados e hidrolizados de PQ, puede ser atribuida a la inhibicién de la
reabsorcion de acidos biliares en el intestino delgado y al control de la sintesis de colesterol y su
catabolismo. Otros estudios han mostrado ademas que las propledades bioactivas de hidrolizados
de PQ logran disminuir significativamente la presion sanguinea en ratas "

El objetivo de este periodo fue realizar fermentaciones en estado sélido con A. niger utilizando
materiales de desecho como sustrato no inerte con el fin de producir proteasas. Estas enzimas, a
continuacion, seran empleadas para generar hidrolizados de PQ.

2. Materiales y métodos
21. Residuos agroindustriales y domésticos

Se evalué el empleo de residuos agroindustriales como sustratos sélidos no inertes para la
produccién de proteasas mediante FES de A. niger. En un primer ensayo, se estudio el uso de
cascara de naranja, cascarilla de soja, aquenio de platano (Platanus x hispanica) y yerba mate
(llex paraguaiensis). Previo a su utilizacién, la cascara de naranja se seco y tritur6 con un
homogeneizador de cuchillas. Posteriormente se tamizé obteniéndose particulas cuyo tamafo
supere los 297 uym. La cascarilla de soja se utilizé sin tratamiento previo. La pelusa de platano fue
lavada y secada previo a su empleo. La yerba mate fue secada y utilizada sin molienda previa.
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2.2. Medio basal

La composicion del medio basal salino fue MgSO,4 83 mM, NaCIl 171 mM, FeSO,40,05 mM, y buffer
fosfato 250 mM '’. Adicionalmente, se evalud el efecto de la concentracion de nitrato de sodio
entre 0 y 15 mM. El pH del medio se varié entre 5 y 7,5. El medio basal salino fue esterilizado a
121 °C durante 15 minutos previo a su utilizacion.

2.3. Obtencion de proteasas de Aspergillus niger por FES
2.3.1. Crecimiento de Aspergillus niger

El crecimiento de la cepa A. niger NRRL 3 se realiz6 en tubos picos de flauta en medio agar papa
nutritivo (39 g/L), durante 4 dias a 35 °C. Luego, se agregaron 2 mL de agua destilada estéril y se
rasparon los conidios empleando una espatula estéril. Se determiné la concentracién de conidios
por medidas de absorbancia a 620 nm. La correlacion entre dicha medida espectrofotométrica y la
concentracion de la suspension de conidios fue previamente estudiada empleando la camara de
Neubauer .

2.3.2. Fermentacién en estado solido

Las FES fueron llevadas a cabo por triplicado en placas de Petri estériles de 90 x 15 mm, en las
cuales se colocaron 3 g de sustrato solido estéril y se agregd una cantidad adecuada de medio
basal, de acuerdo al indice de ganancia de agua de cada sustrato en estudio. Se permitié la
hidratacién del sustrato solido durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se
inoculd cada placa con una suspension conteniendo 50000 conidios y se incubd a 35 °C.

2.3.3. Preparacion de los extractos enzimaticos

Luego del periodo de incubacién, se coloco el contenido de cada placa en un vaso de precipitado
al cual se le adicionaron 10 mL de agua destilada. Se agitdé durante 10 minutos en agitador
magnético y se centrifugd a 10000 g durante 15 minutos. Se descartd el pellet, y se filtré el
sobrenadante, de manera de obtener el extracto enzimatico, el cual fue almacenado a —20 °C,
hasta la determinacién de actividad proteasa.

24. Determinacion de la actividad enzimatica
2.4.1. Actividad proteasa

Se determiné la actividad proteasa de cada extracto enzimatico modificando el protocolo
propuesto por Anson 9 empleando PQ o caseinato de sodio (CAS) como sustrato. La PQ fue
desnaturalizada por incubacion a pH 2 durante 1 h para favorecer su protedlisis. Se incubaron 600
pL de sustrato proteico 0,65 %P/V en buffer fosfato 50 mM pH 7 con 25 pL del extracto enzimatico,
durante 15 minutos a 37 °C. Se cort6 la reacciéon enzimatica mediante el agregado de 600 pL de
acido tricloroacético 5 %P/V, y se separd el sobrenadante mediante centrifugacion a 10000 g
durante 15 minutos a 4 °C. La reaccion colorimétrica se realizé posteriormente mediante la
incubacion de 250 yL de una dilucién al medio del reactivo Folin-Ciocalteau con 500 pyL de cada
sobrenadante y 1,25 mL de carbonato de sodio 0,55 M. Asimismo, se realizé para cada caso un
blanco en las mismas condiciones, en donde se adicioné acido tricloroacético previo a la
incubacion del extracto enzimatico con el sustrato. Se midié la absorbancia del producto coloreado
a 660 nm, y se definié una unidad de actividad enzimatica como la cantidad de enzima necesaria
para provocar una variacion de 0,01 unidades de absorbancia, en las condiciones ensayadas 2

2.4.2. Actividad coagulasa de leche

La actividad coagulasa se determind por el método de Berridge, con algunas modificaciones 2 se
incubaron tubos de vidrio conteniendo 2 mL de leche en un bafio termostatico a 37 °C durante 15
min. Se adicionaron distintas alicuotas (50; 100; 150 y 200 yL) del extracto enzimatico a cada tubo
y se los invirtié cada 2 min para luego devolverlos al bafio termostatico. Se definié como tiempo de
coagulacion al tiempo en que se observa un delgado film que se adhiere sobre las paredes del
tubo. Se definié una unidad de AC (1 UC) como el volumen (mL) de extracto enzimatico que se
necesita para coagular 10 mL de leche en 10 min a 37 °C 22| as determinaciones se llevaron a
cabo por triplicado.

2.4.3. Efecto del pH sobre la actividad proteolitica

El pH 6ptimo se determiné llevando a cabo la reaccion de hidrdlisis de PQ durante 15 min a 37 °C
en un rango de pH de 2 a 12.
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3. Resultados y Discusion
3.1. Crecimiento de Aspergillus niger

Luego de 7 dias de incubacién a 35 °C, se observé escaso crecimiento microbiano en las placas
en las que se empled cascarilla de soja como sustrato sélido mientras que la pelusa de platano no
permitié el desarrollo de A. niger. Por otra parte, la yerba mate y la cdscara de naranja resultaron
los sustratos sélidos no inertes mas apropiados para el crecimiento de A. niger.

Figura 1: Fotografias de placas de Petri en distintos estadios de la fermentacion en estado sdlido de A. niger
NRRL3. Izquierda: sustrato recién inoculado. Centro: desarrollo de micelio. Derecha: desarrollo de conidios.

En la Figura 1 se observan imagenes correspondientes a las placas obtenidas a distintos tiempos
de incubacién. En un primer momento, la placa comienza a cubrirse de micelio, el cual conduce a
la formacion de conidios que posteriormente cubren la placa completamente, lo que se evidencia
por el cambio de color del cultivo: la coloracién blanca corresponde al desarrollo de A. niger
mientras que la coloracién negra es una consecuencia de la generacion de conidios.

3.2. Produccion de proteasas de Aspergillus niger

Se determind la actividad proteolitica de los extractos obtenidos a partir de las distintas
fermentaciones llevadas a cabo. Pese a permitir el desarrollo de A. niger, las condiciones
ensayadas para la fermentacion empleando yerba mate como sustrato solido no inerte no
resultaron apropiados para la produccion de proteasas. Por otra parte, los extractos obtenidos a
partir de la fermentacion de A. niger en medios conteniendo cascara de naranja presentaron
actividad proteolitica moderada. Debido a que se ha reportado que la combinacién de diferentes
sustratos solidos puede presentar efectos sinérgicos tanto respecto del crecimiento como de la
Eroduccion enzimatica % y que la presencia de proteinas puede inducir la secrecion de proteasas
, se decidié combinar los sustratos sélidos.

Se realizaron fermentaciones en mezclas de cascara de naranja, que favorece el crecimiento y
permite la producciéon de proteasas, y de cascarilla de soja, que permite el crecimiento y
favoreceria, debido a su elevado contenido proteico, la produccion de proteasas. Se evalud
también el efecto del pH y de la concentracion de nitrato de sodio en el medio de cultivo.

3.3. Caracterizacion parcial de las proteasas de Aspergillus niger

Aspergillus niger produce dos clases de enzimas proteoliticas: por un lado se encuentran las
proteasas asparticas o aC|das denominadas aspergillopepsinas, que se caracterizan por tener pH
Optimos bajos (entre 3y 4) ; por otra parte, el hongo produce proteasas neutras o alcalinas %, las
cuales son generalmente serin proteasas que se caracterizan por tener pH 6ptimos altos (entre 7y
11) y por su estabilidad a altas temperaturas.

Las dos endopeptidasas extracelulares acidas se denominan aspergillopepsina | y Il, tienen un pH
optimo entre 4 y 4,5 y son estables a pH entre 2,5 y 6. La aspergillopepsina | es una peptidasa
aspartica tipica de la familia de la pepsina, tiene actlwdad coagulasa de la leche, y es usada para
la etapa de coagulacion en la fabricacion del queso " La aspergillopepsina Il, también conomda
como proteinasa A no tiene actividad coagulasa de la Ieche y es resistente a la pepstatlna

En el caso de las proteasas alcalinas se ha estudiado una enzima que presenta una temperatura
optima de 40 °C a pH 9,0, y resulta estable hasta una temperatura de 90 °C por 15 minutos de
incubacion, manteniendo casi el 50% de su actividad original #_ Otro estudio permitio aislar otra
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proteasa alcalina con una temperatura 6ptima de 50 °C a pH 10, siendo también termoestable, y
reteniendo el total de su actividad por incubacién a 40 °C durante una hora %0,
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Figura 2: Evaluacion de la correlacién entre las actividades enziméaticas de las peptidasas de A. niger NRRL3
obtenidas por fermentacion en estado sélido en distintas condiciones.

De manera de evaluar el o los tipo(s) de proteasa(s) obtenida(s) por las fermentaciones llevadas a
cabo en este trabajo, se determind no sélo la actividad proteolitica sobre PQ sino también sobre
CAS asi como la actividad coagulante de leche. Los resultados se muestran en la Figura 2. Se
encontré6 que

las actividades proteoliticas sobre las PQ y sobre CAS se encuentras
correlacionadas. Sin embargo, la actividad proteolitica no se encuentra correlacionada con la
actividad coagulante de leche. De esta manera, se sugiere que la relacién entre las distintas

proteasas producidas esté directamente relacionada con las condiciones de pH y la concentracion
de nitrégeno en el medio.
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Figura 3: Evaluacion del efecto del pH sobre la actividad proteolitica sobre las PQ de las proteasas de A.
niger

Se determind el efecto del pH en la actividad proteolitica sobre las PQ. Los resultados se
muestran en la Figura 3. Las PQ son insolubles alrededor de su pH isoeléctrico (~5), es por esto
que no pudo determinarse la actividad proteolitica de las enzimas en el rango entre 3,5y 6,5. La
mayor actividad proteolitica se observé a pH alcalino, lo que sugiere que la proteasa producida
mayoritariamente es una serin proteasa. Estos resultados resultan particularmente apropiados de
acuerdo con el objetivo del proyecto que es hidrolizar proteinas vegetales, particularmente, PQ
cuya solubilidad es elevada por encima de pH 8. Teniendo en cuenta que el maximo de actividad
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proteolitica es alrededor de 10 y que en este pH las PQ son completamente solubles, se propone
realizar la hidrdlisis de las mismas en el rango de pH entre 8 y 10.

4, Conclusiones

A partir de los resultados expuestos se puede concluir que es factible la produccion de proteasas
de Aspergillus niger por FES empleando cascara de naranja y cascarilla de soja como sustrato. Se
encontré que la composicion del extracto enzimatico obtenido depende de las condiciones de
cultivo y que las proteasas extraidas son mas activas a pH alcalino. Como perspectiva se plantea
la hidrdlisis de PQ utilizando las proteasas producidas por A. niger.
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