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RESUMEN

ESTUDIO DEL POTENCIAL DE Pleurotus ostreatus COMO ORGANISMO
PRODUCTOR DE UN SISTEMA LITICO CAPAZ DE FORMAR
ESFEROPLASTOS Y LISAR Saccharomyces cerevisiae.

Parra B. Leonel

Pleurotus ostreatus es un hongo basidiomicete, que se caracteriza por crecer sobre
una gran variedad de sustratos en medios de cultivo sumergidos. El medio mineral y S.
cerevisiae, es un prospecto atractivo para el crecimiento de P. ostreatus y produccion del
sistema litico. Después de 9 dias de crecimiento, P. ostreatus excreta su sistema litico, el
sobrenadante se obtiene por centrifugacion y filtracion asépticamente, en donde se
evidencia su existencia por la actividad presente sobre células de S. cerevisiae 0.5 g/l
inactivadas por luz ultravioleta. Las condiciones de actividad determinadas fueron
obtenidas en buffer fosfato de sodio — acido fosforico 50 mM pH 6, temperatura 35-40°C,
con una actividad entre 50 y 80 U/IL. Por otro lado, se logré formar esferoplastos en células
de S. cerevisiae RC-112, observaciones al microscopio muestran las diferencias
morfoldgicas entre las células tratadas con el sistema litico y las que no son tratadas.
Utilizando 100 pl de sobrenadante contentivo de sistema litico y una densidad celular entre
5x10° y 2x107 cel/ml se logro formar esferoplastos en un 83% en células de S. cerevisiae
RC-112 en una hora, mientras que utilizando una preparacion de 100 mg/ml del mismo
sobrenadante liofilizado, con 50 microlitros se obtiene un 90% de formacién de
esferoplastos en 20 minutos. El sobrenadante liofilizado mostré actividad sobre geles SDS-
PAGE 7.5% conteniendo 0.4 % de células de S. cerevisiae previamente autoclavadas y
liofilizadas. Al incubar el gel en las condiciones de actividad litica determinadas por 16
horas, se observan cuatro bandas claras indicativo de actividad litica y en geles nativos bajo

las mismas condiciones tres bandas.
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CAPITULO I

Introduccién

La Biotecnologia es un campo que se ha venido desarrollando en los tltimos afios,
y consiste en la aplicacion multidisciplinaria de conocimientos basicos en microbiologia,
genética molecular y bioquimica. Su finalidad es explorar nuevas estrategias metodologicas
para el estudio y explotacion industrial de los organismos.

Todas estas estrategias metodologicas se basan en aislar, identificar y estudiar la
fisiologia del crecimiento de los organismos y luego manipularlos para extraer de ellos una
serie de productos metabdlicos primarios y secundarios.

Los microorganismos utilizados en el campo de la biotecnologia deben cumplir
algunos requisitos, tales como el de producir los metabolitos o sustancias de interés en
corto tiempo, a bajo costo y en un sustrato econdmico y biodegradable. También deben ser
facilmente separables del producto deseado.

Las bacterias, los hongos y las levaduras son los organismos que el hombre mas ha
explotado. Muchos de ellos cumplen con los requisitos planteados anteriormente, es decir,
ofrecen la oportunidad de incrementar la produccion de alimentos y también pueden actuar
como procesadores bioldgicos de desechos de origen industrial, agricola y humano (Halasz
y Lazstity, 1991).

Pleurotus ostreatus es un hongo que ha sido intensamente estudiado por sus
propiedades, tiene un facil crecimiento sobre residuos y desechos agroindustriales. Su

contenido proteico se ha utilizado como alimento de consumo humano y animal.



Saccharomyces cerevisiae, es una levadura utilizada industrialmente en Ia
fermentacion de alcohol, elaboracion de vinos y obtencién de proteinas unicelulares,
ampliamente utilizado en los laboratorios de microbiologia y en la elaboracioén de alimentos
de consumo humano y animal.

Actualmente el Laboratorio de Biotecnologia de Microorganismos de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Los Andes, se ha interesado en el estudio de estos dos
organismos, debido a sus muchas propiedades de interés. Una de ellas es que P. ostreatus
es capaz de crecer sobre un medio compuesto sélo por agua y S. cerevisiae, comportandose
¢sta ultima como Unica fuente de carbono y nitrégeno para el crecimiento de P. ostreatus.
Este hecho crea una serie de interrogantes respecto a la fisiologia de P. ostreatus en cuanto

al consumo de levadura, de las cuales se discutiran mas adelante.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

1. Pleurotus ostreatus

Segun Garcia (1976), citado por Guerrero (1995), P. ostreatus Jacq. ex Fr. es un
hongo, formado por sombrero carnoso, convexo o casi aplanado, en forma de lengua,
concha o abanico, de 5 a 25 cm de diametro; fructifica generalmente en grupos
imbrincados, insertos por un costado a través de un pie lateral rudimentario. La superficie
es lisa, su coloracion varia entre gris o pardo ahumado, pardo-violaceo o pizarra, palidece
y se pone de color ocre o amarillo cuando envejece.

Las hifas son microscdpicas y estan bien septadas, €éstas penetran en el sustrato para
absorber los nutrientes. Son facilmente visibles cuando forman conjuntos (Alexopoulos y
Mims, 1987).

Los mismos autores clasifican el hongo P. ostreatus de la siguiente manera:

Reino: Fungi

Divisién: Amastigomycota

Sub-Division: Amastigomycotina

Clase: Basidiomycete

Orden: Agaricales

Familia: Tricholomataceae

Género: Pleurotus

Especie: ostreatus.

Ademas, exponen que el micelio de los basidiomicetes durante su ciclo de vida pasa

por tres estados o etapas de desarrollo de la siguiente manera:



El micelio primario: se inicia con la germinacion de las basidiosporas, El micelio
producto de la germinacion se da de forma multinucleada, ya que el ntcleo o los nticleos
haploides de las basidiosporas se dividen muchas veces a medida que emergen del tubo
germinativo. Como la fase multinucleada del micelio es corta se lleva a cabo la formacion
de los tabiques que dividen al micelio en células uninucleadas.

El micelio secundario: se origina del micelio primario, a través de la fusion de los
protoplasmas de dos células uninucleadas haploides sin que ocurra cariogamia. Las células
binucleadas que se forman, producen una rama a la cual migra el par de nucleos; estos dos
nucleos hermanos se convierten en las dos células hijas para dar inicio a la formacién del
micelio binuclear.

El micelio terciario: representado por los tejidos especializados que se originan
para formar el pleuroma de P. ostreatus. Las células del micelio terciario son binucleadas,
los esporangios se originan realmente cuando el micelio secundario forma tejidos
complejos.

En medios de cultivo sélidos, aunque son mas econdémicos, generalmente sirven
para producir cuerpos fructiferos (micelio terciario) y para enriquecer los desechos y
residuos agroindustriales, como lo han obtenido Guerrero (1995) y Nicolini y col.
(1987).

Los sustratos generalmente utilizados para producir P. ostreatus han sido el
pedunculo de la uva, conchas de naranja, (Nicolini y col. 1987), pulpa de café y fibra de
coco (Chocooj y col. 1988; Gonzalez y col. 1993), mezclas de aserrin (Yoshida y col.
1993), algodon (Jeong y col. 1996), salvado y paja de arroz y de cebada (Ortega y col,
1986), bagacillo de cafia de azucar (Guerrero, 1995). Sus rendimientos han dependido de la

calidad del sustrato y de la cepa utilizada.



Recientemente, los medios de cultivo liquidos se han convertido en un prospecto
atractivo para la obtencion y produccion de micelio secundario de basidiomicetos; en estas
condiciones los hongos se desarrollan formando grumos o esférulas cuyos tamafios pueden
variar.

Humfeld y sugihara (1952) describen un proceso para la produccion de micelio
comestible de Agaricus campestris en cultivos sumergidos. Sus resultados indican que los
requerimientos nutritivos para el crecimiento del hongo en estas condiciones son:
(nitrogeno 1.5 a 2, fosforo 0.3 a 0.4, potasio 0.1 a 0.3, azufre 0.2, magnesio 0.02 y 0.002 g/l
de hierro y zinc). Se emplea la glucosa como la mejor fuente de carbono.

Hadar y Cohen (1986), estudian la composicion quimica del micelio de P. ostreatus
en cultivos sumergidos y, al compararla con la de los cuerpos fructiferos, no observan
diferencia alguna. Existe una gran similitud en cuanto al contenido de nitrogeno, proteinas,
glicogeno, acidos grasos totales y contenido de aminoacidos, lo que cataloga a P. ostreatus
como un hongo con propiedades nutritivas cuando es crecido en medios liquidos.

Pazos (1999), cultivé P. ostreatus en agua con levadura inactivada por calor. En su
trabajo no observé diferencias morfoldgicas significativas en la produccion de esférulas del
hongo con las obtenidas en medios convencionales (M-200).

De ésto se puede inferir que el crecimiento de P. ostreatus en cultivos sumergidos,
con S. cerevisiae como sustrato no convencional, no altera significativamente el
crecimiento del hongo y, que este sustrato se puede convertir en una fuente de carbono y
nitrogeno para la produccion de micelio secundario, metabolitos y enzimas de interés

industrial.



La importancia y utilidad del micelio de P. ostreatus no solo se deben al potencial
que tiene para crecer sobre la variedad de sustratos nombrados anteriormente, sino porque
su cuerpo fructifero es comestible.

Otras razones por las que P. ostreatus es un hongo de gran importancia son los
resultados de estudios en biodegradacion y biorremediacion, en los que se ha encontrado
que puede crecer en suelos contaminados con petrdleo y compuestos aromaticos,
lograndose disminuir de un 47% a un 10y 12% el grado de contaminacion (Yateem y col.
1998; Martens y Zadrazil, 1998).

Por otra parte, Bobek y col. (1998), estudiaron el efecto de la inclusion de micelio
de P. ostreatus en la dieta de ratones con cancer de colon, y encontraron una supresion de
los tumores entre 40 y 50%.

También en ratas enfermas alimentadas con cuerpos fructiferos de P. ostreatus se
observa disminucion de los efectos anti-hiperlipidémicos, antihipocolesterolémicos,
colesterolémicos, (Opletal y col. 1997; Bajaj y col. 1997).

P. ostreatus se ha utilizado en la produccion de enzimas y metabolitos de interés
industrial (Tan col. 1997; Shin y col. 1997; Palmieri y col. 1997) y por ultimo, a nivel
molecular en la caracterizacion de genes involucrados en la produccion de enzimas
(Mandal y col. 1998; Sarkar y col. 1997; Bezalel y col. 1997; Matsumoto y Fukumasa,
1996).

Pazos (1999), logr6 producir micelio secundario de P. ostreatus en un medio
contentivo de agua y S. cerevisiae, variando la concentracion de ésta desde 0.1 hasta 40 g/1,
la mayor cantidad de micelio secundario (1.6 g/1) la obtuvo en el medio agua y S. cerevisiae
a 10 g/L. A concentraciones de S. cerevisiae inferiores a 10 g/L el crecimiento de P.

ostreatus es menor, inhibiéndose a concentraciones superiores.



Estos resultados indican que P. ostreatus puede utilizar S. cerevisiae como unica fuente
de carbono y nitrogeno; sin embargo en la bibliografia consultada no se encontraron
referencias al respecto.

2. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae, es descrita como un hongo unicelular, eucariote, de forma redonda u
ovalada, de dimensiones microscopicas. Su didmetro oscila entre 6 y 10 micras (Benion,
1980). Su citoplasma esta cubierto por una envoltura celular que consta de membrana
plasmatica y pared celular (Rainbow y Rose, 1963).

2.1. La pared celular de S. cerevisiae

Constituye un 15 a 20% del peso seco de la célula, y quimicamente consta de una
capa interna de glucan y una pared externa compuesta por glucan, manan, algunas proteinas
y quitina. Los carbohidratos varian entre 60 y 91%, proteinas de 6 a 13% y lipidos de 2 a
8,5% (Rainbow y Rose, 1963).

Tiene como funcion: proteger mecanicamente la célula del ambiente, evitando su
ruptura osmdtica por efecto de la presion de turgor; actuar como red protectora de la
membrana celular (Cabib y col. 1988), servir como reserva metabolica de nutrientes, tales
como: carbohidratos, aminoacidos, grupos fosfatos y cationes. También es el sitio donde se
localizan los antigenos somaticos y, participa en las interacciones con otros organismos
durante el apareamiento y la aglutinacion, y el medio ambiente (Farkas, 1990).

2.2. Importancia de S. cerevisiae

Entre las levaduras, S. cerevisiae ha sido la mas exhaustivamente estudiada. Su
aplicacion tradicional incluye la elaboracion de importantes productos tales como pan,
vino, cerveza, sake, bebidas destiladas, etc., todo lo cual es el resultado de la fermentacion

llevada a cabo por ciertas cepas (Hinchliffe, 1998; James y Murray 1995).



Actualmente, existe la necesidad de producir grandes cantidades de proteinas para
consumo humano y animal, para resolver este problema han surgido varias opciones. La
proteina unicelular (PUC) es una de ellas, se ha convertido en una de las fuentes no
convencionales mas importantes de proteinas (Kharatyan, 1978).

Entre los microorganismos utiles al hombre para tal fin se encuentran las levaduras,
muy empleados en la produccion de proteinas para consumo animal. Pueden ser utilizadas
como células intactas o exponiendo sus componentes por destruccion parcial o total de la
pared celular (Hal4sz y col. 1991).

Su genética ha sido mas estudiada entre los eucariotas, de tal manera que puede ser
manipulada genéticamente con gran facilidad casi tanto o igual que Escherichia coli.

Alguna de las propiedades que la hacen adecuada para estos estudios bioldgicos son
su rapida tasa de crecimiento en medios de cultivo sencillos y su genoma relativamente
pequeio del que se ha tenido una gran cantidad de informacion (Molzahn, 1993).

Para llevar a cabo su manipulacién genética en la Biologia Molecular e Ingenieria
Genética, se requiere de un método que permita insertar y transportar el ADN a las células
de levadura a ser transformadas. Actualmente, el método utilizado incluye la formacion de
protoplastos y esferoplastos. El método de generacion de esferoplastos se hace removiendo
la pared celular de las levaduras con tratamientos enzimadticos (utilizando liticasas o
zimoliasas), posteriormente las levaduras son colocadas en presencia de iones de calcio y
polietilenglicol (PEG), en soluciones isotonicas con sorbitol 1 M (Hinnen y col., 1978). La
eficiencia de transformacion por este método no depende en si del método sino de la
capacidad que tenga la levadura de regenerar su pared celular y de su resistencia a la
metodologia aplicada.

3. Produccién de Protoplastos



El término protoplasto se utiliza frecuentemente como sinonimo de esferoplasto,
aunque las dos palabras poseen significados distintos: los protoplastos por lo general
carecen de restos de pared celular, a diferencia de los esferoplastos en los que
habitualmente existen porciones de pared unidas a la membrana (Mandigan y col. 1997).

Los protoplastos han sido preparados de bacterias, levaduras, hongos y plantas
superiores. En levaduras y hongos se inicié con Candida albicans y Aspergillus fumigatus,
considerados como organismos patogenos. Los tratamientos para la formacion de
protoplastos se realizaron con la finalidad de estudiar la composicion de la membrana
plasmatica y la identificacion de agentes causantes de sensibilidad y resistencia a
antibioticos (Peberdy y col., 1976). Ademads, como los protoplastos han formado parte de
las investigaciones micoldgicas, los trabajos que se iniciaron con levaduras consistieron en
remover la pared celular y asi obtener organelas de interés para realizar estudios
fisiologicos, dirigidos hacia la regeneracion de la pared celular y reversion de la forma
celular normal (Peberdy y Ferenczy, 1985).

Con el nacimiento de la biologia molecular y la genética, la formacion de
protoplastos se ha intensificado en los procesos de transformacion.

Saccharomyces cerevisiae (Murai y col. 1997) , Candida maltosa (Sasnauskas y col.
1992: Ohkuma y col. 1993), C. tropicalis (Sanglard y Fiechter, 1992) Hansenula anomala
(Ogata y col. 1995), H. polymorfa (Gleeson y col. 1986), Sporobolomyces salmonicolor
(Kaul y col, 1993), han sido so6lo algunas de las levaduras estudiadas para llevar a cabo
procesos de transformacion, insercion y expresion de genes utilizando vectores de
expresion con caracteristicas integrativas y replicativas, y para desarrollar mutantes

conteniendo genes de expresion de enzimas de interés.



Kaul y col (1993), lograron obtener después de 60 minutos de incubacion entre 80 y
90% de esferoplastos en Rhodotorula rubra DSM70403 y Sporobolomyces salmonicolor
DSM70851. Hasta entonces en S. salmicolor no se habia logrado obtener protoplastos con
enzimas liticas comerciales. En el proceso se utilizaron simultdneamente 100 pL de
sobrenadantes de cultivos de Streptomyces y de Acremonium.

En los hongos filamentosos los estudios se han dirigido a la sintesis y arquitectura
de la pared celular, la biosintesis de metabolitos y la consecuencia que tiene la falta de
ellos. La formacion de protoplastos depende de una degradacion parcial o total de la pared
hifal por las enzimas liticas utilizadas (Peberdy y col. 1976).

En Schizophyllum commune, Pleurotus ostreatus, P. pulmonarius, Aspergillus
nidulans, Agaricus bisporus, A. Bitorquis, A. Arvensis, Scytalidium thermophilum se han
logrado obtener protoplastos para estudios de transformacion, y demostrar que las enzimas
liticas utilizadas y puestas en venta por las casas comerciales, puedan ser especificas o de

amplio espectro (http://www.agro.nl/appliedresearch/PC/enzy-me.htm).

Los basidiomicetes Collybia veltipes y Pleurotus ostreatus son los mas estudiados
con respecto a la formacion de protoplastos, al respecto Yamada y col. (1983), encuentran
que la proporcion en formacion y regeneracion de protoplastos miceliales del micelio joven
es mayor que la del micelio viejo. Para estos casos la cantidad de enzima y la edad de los
cultivos juega un papel importante.

En las plantas para llevar a cabo la formacion de protoplastos, se requiere de
enzimas tales como celulasas y hemicelulasas, las células utilizadas han sido aisladas de las
hojas del mesoéfilo o de los callos, las técnicas desarrolladas son efectivas en plantas de

tabaco, belladona, tomate, papa, arveja, esparragos, alfalfa y naranja (Gleba y col. 1984).



La finalidad de hacer protoplastos en plantas es la de producir mediante la fusion de los
mismos hibridos con resistencia a una gran cantidad de enfermedades.

Segun Odreman (1996) los métodos empleados para la obtencion de esferoplastos
en levaduras consumen mucho tiempo. Pero, actualmente se han encontrado enzima liticas

y sistemas liticos que logran disminuir este tiempo, y tienden a ser mas especificos.

4. Sistemas liticos

Los sistemas liticos tienen como funcion principal digerir las paredes celulares de
las bacterias, hongos, levaduras y células vegetales.

La lisis o la formacion de protoplastos utilizando enzimas liticas, es una técnica que
ha recibido atencién en los ultimos afios debido a sus multiples aplicaciones en las
industrias biotecnologica y alimenticia. Han sido ampliamente aceptados en los laboratorios
para la formacién y produccion de protoplastos de bacterias y levaduras (De Vries y
Wessels, 1972; Corner y Marquis, 1969).

Las enzimas con accion litica sobre paredes celulares de levadura son producidas
por una amplia variedad de microorganismos, sin embargo no todos los sistemas
enzimaticos capaces de solubilizar paredes celulares logran lisar células intactas de
levadura (Vrsanska y col., 1985).

Un ejemplo de ello es el funcionamiento de las enzimas liticas y sistemas liticos que
recientemente se han aislado. Estos pueden actuar de manera individual o formando
complejos. La mayor parte de las enzimas liticas aisladas, tales como: novozynas,
glusulasas, zymoliasas y helicasas, glucanasas, quitinasas, manasas, manosidasas y

proteasas pueden mostrar una alta actividad de forma individual, pero cuando se



encuentran en conjunto la actividad es mucho mayor al momento de digerir paredes
celulares.

Los sistemas liticos con actividad sobre paredes celulares provienen de diferentes
especies de Actinomycetes, Artrhobacter, Candida, Helix pomatia, Micromonospora,
Penicillium, Rhizopus, Streptomyces, Oerskovia santhineolytica, Trichoderma reesei
(Peberdy y col. 1976; Peberdy y Ferenczy, 1985; Moreno, 1991; Hernandez, 1995)

Otras especies son reconocidas por su produccion de enzimas liticas, que pueden
actuar sobre alguno de los componentes de las paredes celulares de las bacterias, hongos,
levaduras y células vegetales.

Al respecto, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, produce una enzima
degradadora de peptidoglicano que tiene una alta actividad sobre las paredes celulares de |.
delbrueckii, I. acidophilus, I. helveticuls y Pediococcus damnosus. El gen que codifica esa
enzima ha sido identificado y clonado en E. coli, la cual una vez purificada y caracterizada
bioquimicamente fue catalogada como una enzima perteneciente al grupo de las L-lisinas
Mur. (Vasalay col. 1995).

Pseudomonas aeruginosa produce una enzima litica especifica, que al ser tratada
con inhibidores de la lisozima no pierde su actividad, ésta logrd lisar células de P.
aeruginosa, Micrococcus lysodeikticus y S. cerevisiae. Su estudio se realizd con la
finalidad de buscar las condiciones Optimas para producirla, y obtener informacion
concerniente a su aplicacion industrial para la preservacion de alimentos (Wang y col.
1995).

Especies de Arthrobacter se han estudiado por producir enzimas liticas con
actividad sobre los componentes de la pared celular de levaduras. Al utilizar como fuente

de carbono la laminarina, el manan y paredes celulares de levadura, para el crecimiento de



Arthrobacter, se demostro el caracter inducible de la B-glucanasa y la a-mananasa. Esto
hace pensar que, las glucanasas y diferentes sistemas enzimaticos se sintetizan en respuesta
a carbohidratos inductores especificos (John y Hampel, 1991, Hernandez, 1995,).

Latzko y Hampel (1995) cultivaron especies de Arthrobacter sobre diferentes
medios de crecimiento para inducir actividad endoquitinasa (quitina coloidal, pared celular
de levadura, micelio de Trichoderma reesei, N-acetilglucosamina, y mezclas de N-
acetilglucosamina con acetato) como fuente de carbono, la velocidad de crecimiento en
cada medio vari6. En los cultivos con quitina coloidal se obtuvo mejor crecimiento y se
produjo la maxima actividad de la enzima, el valor de pms fue de 0.23 h™ y produjo 2700
mU L. Ambos autores concluyen que los sustratos juegan un papel importante durante la
produccién de las enzimas, es decir, la formacion de enzima es fuertemente inducida por la
quitina coloidal pura.

Los medios de produccion de enzimas y sistemas liticos también juegan un papel
muy importante. Moreno (1991) estudiando la produccion de enzimas liticas por
Trichoderma reesei QM9414, encontr6 que el medio contentivo de sales minerales tales
como fosfato de potasio monobadsico, cloruro de calcio, sulfato de magnesio, sulfato de
amonio y células muertas de Candida utilis resulto ser satisfactorio.

En las especies de Arthrobacter, los medios de cultivo para la produccion de
enzimas liticas han sido preparados con paredes celulares de levadura como fuente de
carbono y una fuente de sales minerales compuesta por sulfato de amonio, fosfato de
potasio monobasico y dibasico, sulfato de magnesio, tiamina y biotina (Jhon y Hampel

1991-1992; Latzko y Hampel, 1995).



En la actualidad, no se disponen de métodos Uinicos para la deteccion de la actividad
de enzimas y sistemas liticos. Moreno (1991), propone un método para hacer
determinaciones de actividad del sistema litico de Trichoderma reesei QM9414 en el que
utiliza una mezcla del sobrenadante del cultivo y una suspension de Candida utilis tratada
por calor y/o por solventes organicos, y sigue el proceso por el descenso en la absorbancia
a 540 nm.

Dstlie 'y col. (1995) detectaron enzimas liticas de cepas de lactococos por
electroforesis en geles de poliacrilamida conteniendo células enteras de Micrococcus
luteus.

Tradicionalmente se ha efectuado la lisis de S. cerevisiae mediante métodos de
sonicacion o prensado, sin embargo, la eficiencia es muy baja o resulta costoso ya que las
levaduras como fue indicado, presentan una pared celular muy compleja que impiden el
libre acceso de agentes quimicos y fisicos, acidos nucleicos, antibidticos y otras
macromoléculas (Tuite y Oliver. 1991). Sin embargo, se han convertido en blancos
perfectos para ser lisadas por enzimas liticas.

Como ya hemos indicado, los métodos quimicos por solventes organicos e
inorganicos y detergentes utilizados industrialmente, a pesar de generar buenos resultados
son contaminantes y costosos. Es por ello que, si se dispusiera de un método enzimatico tal
como el que se propone en este trabajo, seria mas ventajoso al disminuir el grado de

contaminacion generado por los métodos mecanicos y quimicos, y seria mas econdémico.



CAPITULO I

PROBLEMA

1. Origen de la investigacion

Este trabajo se origina como consecuencia de la contaminacion de hongos en un
cultivo de S. cerevisiae en M-200.

Como las caracteristicas de los contaminantes no se conocian, se hicieron pruebas
utilizando a Aspergillus niger y Pleurotus ostreatus, para ver si presentaban el mismo
comportamiento (trabajo no publicado).

En un medio compuesto por agua y S. cerevisiae inactivadas por calor, los hongos
crecieron después de tres dias, utilizando la levadura como fuente de carbono y nitrégeno.

Los siguientes estudios se realizaron con P. ostreatus por presentar caracteristicas y
propiedades interesantes, las cuales ya se mencionaron en el contexto de este trabajo.

De acuerdo a las pruebas anteriores, Pazos (1999), optimizé un medio no
convencional compuesto sOlo por agua y S. cerevisiae inactivada por calor, para la
produccion de biomasa de P. ostreatus utilizando el modelo estadistico de superficie de
respuesta Disefio Compuesto Central Rotable (DCCR).

Sin embargo, quedaron algunas interrogantes por responder tales como: ;bajo qué
condiciones se lleva a cabo el crecimiento de P. ostreatus sobre este medio?, ;Hay alguna
sustancia o sustancias excretadas por el hongo involucradas en la lisis de la levadura?, ¢

solo ;ocurre una autdlisis en las levaduras la cual, es aprovechada por el hongo? .



En la bibliografia consultada no se encontraron referencias de que P. ostreatus sea
capaz de producir metabolitos, enzimas ¢ sistemas liticos para digerir paredes celulares de
bacterias, hongos, levaduras y células vegetales. Sin embargo, se podria inferir que el
hongo excreta sustancias que digieren la pared de S. cerevisiae.

Es por ello que nos hemos planteado la siguiente hipotesis.

2. Hipdtesis

Pleurotus ostreatus puede crecer en cultivos sumergidos en medio mineral y con S.
cerevisiae como fuente de carbono y nitrogeno. En este medio, P. ostreatus debe excretar
sistemas liticos, los cuales podrian digerir la pared celular de S. cerevisiae hasta obtener

esferoplastos y producir lisis en condiciones controladas.

3. Objetivos

Para verificar la hipotesis, se plantean los siguientes objetivos:

- Producir el sistema litico de Pleurotus ostreatus en un medio compuesto por sales
minerales y células enteras de S. cerevisiae comercial inactivadas por calor.

- Determinar las condiciones 6ptimas de temperatura y pH para la actividad del sistema
litico de P. ostreatus sobre células enteras de S. cerevisiae comercial inactivadas por luz
ultravioleta de onda corta.

- Formar esferoplastos de S. cerevisiae RC-112 con el sistema litico de P. ostreatus.

- Detectar la actividad litica a través de electroforesis en geles de poliacrilamida, con y

sin SDS, contentivos de células enteras de S. cerevisiae comercial.



CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

Materiales

1.1. Organismos

Pleurotus ostreatus ATCC 9415, del cepario de Biotecnologia de Microorganis-mos. El
hongo se mantiene en cuiias de M-200 de composicion mencionada en el punto 1V.1.3.
Se conserva en la oscuridad a temperatura ambiente hasta su uso.

Saccharomyces cerevisiae distribuida comercialmente por LEVAPAN..

Saccharomyces cerevisiae RC-112, donada por el profesor Julio Delgado de la
Pontificie Universidad de Javeriana. Se conserva en cuflas con medio YPD mencionado

enlIV.1.3 a4 °C.

1.2. Reactivos
Las sales minerales para preparacion de medios y sistemas buffer son de grado
analitico. Para la preparacion de geles de poliacrilamida con y sin SDS se utilizan

reactivos de grado electroforético.

1.3. Medios de cultivo
Medio YPD: Contiene por litro: 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona y 20 g

de glucosa. (The American Type Culture Collection, 1978)



Medio 200: Contiene por litro: 3 g de extracto de levadura, 3 g de extracto de malta, 5
g de peptona de caseina y 10 g de glucosa. El medio s6lido contiene 20 g de agar. pH
6.0 (The American Type Culture Collection, 1978).

Medio mineral sin fuente de carbono: Contiene por litro: KH,PO4 2g., CaCl, 0.3g.,
MgSO47H,0 0.3 g. y (NH4)2SO4 1.4 g. pH 6.0 (Moreno, 1991)

Medio mineral con glucosa como fuente de carbono: Contiene todos los ingredientes
del medio mineral y 20 g/L de glucosa. pH 6.0.

Medio agua y S. cerevisiae: Medio liquido preparado con agua y 10 g/L de S.
cerevisiae comercial. pH 6.0 (Pazos, 1999).

Medio mineral y S. cerevisiae: Contiene todos los ingredientes del medio mineral y 10

g/L de S. cerevisiae. pH 6.0.

Los medios se esterilizan a 121°C por 15 minutos.

Métodos

2.1. Produccion del sistema litico de P. ostreatus en diferentes medios de cultivo

Para la produccion del sistema litico se prepara en matraz erlenmeyer 25ml de

preindculo en M-200 , en el que se obtienen esférulas del hongo. Después de crecido en

agitacion a 30°C por 4 dias, se toman dos esférulas y se inocula cada uno de los medios de

cultivo (medio mineral sin fuente de carbono, medio mineral y glucosa, medio mineral y S.

cerevisiae, medio agua y S. cerevisiae), preparados en matraces erlenmeyer de 250 ml con

50 ml de medio. Se incuba en agitacion a 240 rpm durante 9 dias a 30°C.

Se observa macroscopicamente el crecimiento del hongo.



2.2. Obtencion del sobrenadante contentivo del sistema litico

De la experiencia anterior, se escoge el medio donde se obtiene el crecimiento mas
abundante. Se preparan 1200 ml de medio de cultivo, repartidos en matraces erlenmeyer de
500 ml con 200 ml de medio, y se inoculan con dos esférulas de P. ostreatus. Luego, se
incuban en las condiciones indicadas.

Al final de la incubacion, los cultivos se filtran asépticamente con un tamiz, el
sobrenadante obtenido se centrifuga a 9000 rpm (Labofuge II RC-5B) por 15 minutos, para
precipitar células y restos celulares. Este sobrenadante se filtra a través de filtro millipore
con membrana de 0.45 micras (Ester de celulosa 0.45um, didmetro 25 mm, modelo
A045A025A) y, se divide en dos partes.

200 ml, se almacenan a 4°C y el resto se liofiliza. El liofilizado en hojuelas, se

guarda a -10°C. Ambos se utilizan en experiencias posteriores.

2.3. Ensayos de la actividad del sistema litico

2.3.1. Preparacion del sustrato

Para detectar la actividad litica se utiliza como sustrato la levadura S. cerevisiae
comercial, previamente tratada como se indica a continuacion:

S. cerevisiae se resuspende en agua estéril a concentraciones que varian entre 0.5 y
8 g/L. Volumenes de 50 ml se transfieren a una caja de petri de 13.3 x 2 cm y se agita. La
suspension agitada, se irradia por dos horas con luz ultravioleta de onda corta (Minerallight
R-52G, 60 Hz. 0.90 Amp. 254 nm), a una distancia de 6.5 cm de altura. Para determinar el
porcentaje de mortalidad (inactivacion), se toma 0.1 ml de la suspension irradiada a

diferentes tiempos y se siembra en placas con M-200 en agar. Las placas sembradas se



incuban a 30°C por 36 horas aproximadamente hasta observar presencia y ausencia de
colonias en los diferentes tiempos.

Se observa al microscopio (FOTOMICROSCOPIO ULTRAPHOT Zeizz) la
morfologia de las células irradiadas y se determina contenido de proteinas solubles por

Lowry (1951) en el sobrenadante de las células irradiadas.

2.3.2. Sistemas Buffer.
Los sistemas buffer que se preparan para detectar el pH 6ptimo del sistema litico

son los siguientes:

- Buffer con pH entre 3.7y 5.0:
Acetato de sodio — Acido acético 50 mM.
- Buffer con pH entre 6.0 y 8.0:

Fosfato de sodio dibasico — fosfato de sodio monobasico 50 mM.

2.3.3. Ensayo de la actividad
Para detectar la actividad litica del sobrenadante preparado en 1V.2.2., se sigue el
método empleado por Moreno (1991), con algunas modificaciones. Las condiciones de

ensayo se indica en la tabla I'V.1.



Tabla IV.1. Ensayo de la actividad litica

Mezclas S. cerevisiae 0.5 g/L Buffer Sobrenadante
de reaccion Irradiada por Luz UV pH 3.7-8.0 Actividad Litica

Muestra 3 3 3
Blanco 1 3 6 0
Blanco 2 0 6 3
Blanco 3 3 3 3*

* Sobrenadante hervido por 5 minutos.

El Blanco 1 se prepara para descartar autolisis de S. cerevisiae. El Blanco 2 para
descartar variacion de la absorbancia a 540 nm por cambios de color en el sobrenadante y el
Blanco 3 con sobrenadante hervido por 5 minutos como valor inicial de absorbancia. Las
mezclas se incuban a 30°C en agitacion por un tiempo de 6 horas y la actividad litica se
sigue por disminucion de la absorbancia a 540 nm.

Se observan al microscopio las mezclas de reaccion después de 6 horas, para
diferenciar cambios morfoldgicos o lisis del sustrato en las mezclas con actividad y sin
actividad.

2.4. Definicion de las unidades de actividad litica (U.A.)
Una unidad de actividad litica provoca la disminucion de absorbancia a 540 nm de

0.01 unidad/hora en una suspension de S. cerevisiae en las condiciones indicadas.

2.5. Factores que influyen sobre la actividad del sistema litico

Los factores estudiados en este trabajo son pH y temperatura.



Las mezclas para los andlisis de actividad del sistema litico en incuban en buffer
acetato de sodio y fosfato de sodio 50 mM con valores de pH comprendidos entre 3.7 y 8.0.

Una vez determinado el pH optimo de actividad del sistema litico, se procede a
determinar la temperatura optima.

La temperatura se varia entre 25 y 50 °C. Las mezclas se preparan al pH

determinado y como se describe en IV.2.3.3.

2.6. Formacién de esferoplastos en S. cerevisiae RC-112.

A partir de una colonia de S. cerevisiae RC-112, se prepara un precultivo en 5 ml de
medio YPD. Se deja incubar con agitacion a 150 rpm a 30°C durante toda la noche. Al dia
siguiente, en un erlenmeyer de 100 ml se preparan 20 ml de medio YPD y se inocula con 1
ml del precultivo. Se incuba en agitacion a 30 °C hasta alcanzar una densidad celular entre
5x10°y 2x10" cel/ml.

Las células se observan al microscopio para descartar contaminacion, luego se
colectan por centrifugacion durante 10 minutos a 4000 rpm (Centrifuga Eppendorff 5415C)
en tubos eppendorf. Se lavan con 1ml de agua destilada esteril. Se centrifuga nuevamente a
4000 rpm por 10 minutos y las células se resuspenden en 1 ml de sorbitol 1M. Se anade
0.05 ml de B-mercaptoetanol y diferentes volimenes de sobrenadante contentivo del
sistema litico entre 25 y 300 pL. Se incuba por 2 horas en agitacion a 37.5°C.

La aparicion de los esferoplastos se sigue observando al microsocopio la morfologia

de las células con y sin tratamiento.



2.7. Cuantificacién de esferoplastos en S. cerevisiae RC-112.

Las células tratadas como se indicd anteriormente, se centrifugan a 2000 rpm
durante 10 minutos, un grupo se resuspende en condiciones isotonicas en 1 ml de sorbitol
IM y el otro grupo en condiciones hipotonicas en 1ml de agua destilada estéril.

Se mide la variacion de la absorbancia a 540 nm de las células resuspendidas en
sorbitol 1M y las resuspendidas en agua destilada estéril.

Finalmente, el contenido de proteinas solubles después de la lisis también es
medido.

El porcentaje de esferoplastos formados se cuantifica a través de la siguiente
ecuacion:

(D.O. Cé¢lulas Sorbitol 1M)s4onm - (D.O. Células HyO)s40nm

% Esferoplastos = x 100
(DO Sorbitol 1M)540nm

2.8. Deteccidn del sistema litico por electroforesis en geles de poliacrilamida con y
sin SDS.
Los geles de poliacrilamida 12.5 y 7.5% se preparan segin Ostlie y col. (1995), con
0.2% y 0.4% de células de S. cerevisiae autoclavadas y liofilizadas como sustrato para
detectar actividad litica. El gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) 12.5% y 7.5% se
lleva a cabo tal como lo describe Laemmli (1970). El gel nativo 7% como lo describe Davis
(1970). Las electroforesis se realizan a temperatura ambiente, 20 mAmp/gel.
En cada uno de los pozos, se coloca sobrenadante sin hervir y hervido. Después de
la electroforesis, los geles se lavan con 250 ml de agua destilada con baja agitacion por 1

hora, luego se incuban entre 16 y 20 horas en las condiciones de temperatura y pH



determinados en el punto IV.2.5, conteniendo 1% de triton X-100. El gel se revela con la
solucién colorante de azul de comassie y la actividad litica se detecta como bandas claras
en el gel opaco.

Para conservar el gel, se seca en un secador de geles. Se fotografia y se invierte el

fotografiado para obtener un “fondo negro”.

2.9. Determinacion de proteinas
En todos los casos, el contenido de proteinas solubles en los sobrenadantes se

determina por el método de Lowry (1951).



CAPITULO VI

DISCUSION

Actualmente, los sistemas liticos y los microorganismos que los produce han
recibido mucha atencion, este estudio nos permite iniciar el conocimiento del sistema litico
del hongo P. ostreatus, punto sobre el cual no se encontré referencias en la bibliografia
estudiada.

P. ostreatus se caracteriza por crecer sobre una gran variedad de sustratos, sin
embargo, para la produccion del sistema litico se utilizO como sustrato S. cerevisiae
comercial granulada, ya que este hongo puede utilizarla como unica fuente de carbono y
nitrégeno (Pazos, 1999) y, es de suponer que la presencia de levaduras intactas induce en el
hongo la produccion del sistema que digiere la pared de ésta.

Esto ultimo estaria de acuerdo con lo reportado por Garzillo y col. (1994), los cuales
estudiaron las propiedades hidroliticas de celulasas extracelulares de P. ostreatus, y
encontraron que la actividad celulasa se induce cuando P. ostreatus es cultivado sobre paja.
Cuando el hongo se cultiva en medios con glucosa, una mezcla de sales y extracto de
levadura, la celulasa no se evidencia.

En la busqueda de una mayor produccion del sistema litico, se suplemento6 el medio
agua y S. cerevisiae con sales minerales empleadas por Moreno (1991). Sin embargo,
durante pruebas preliminares realizadas bajo las mismas condiciones de cultivo con y sin
sales no se observo ese aumento.

Los cultivos de P. ostreatus en los diferentes medios (agua y S. cerevisiae, mineral

y S. cerevisiae, mineral, y mineral y glucosa) se observaron diferencias significativas en el



numero de esférulas (Tabla V.1). Sin embargo en los medios agua y S. cerevisiae y mineral
y S. cerevisiae, las diferencias en el nimero de esférulas estan compensadas por el tamafio.

A pesar de que, en los ensayos preliminares no se observa ese aumento de la
actividad litica en el sobrenadante del medio de cultivo mineral y S. cerevisiae (Tabla V.1),
se piensa que el uso de las sales minerales se hace necesario para mejorar las condiciones
de crecimiento del hongo y produccion del sistema litico.

Es por eso, que se utilizdé el medio de sales minerales y S. cerevisiae sin fuente de
carbono adicional, para asi obligarlo a utilizar la levadura como tnica fuente de carbono.

Moreno (1991), emple6 el medio mineral y células de Candida utilis en la
produccion del sistema litico de T. reesei, éste medio logro satisfacer las exigencias
minimas para el crecimiento del hongo.

P. ostreatus crece muy poco en medios de cultivo preparados con glucosa y sales
minerales, lo que nos permite inferir que el hongo requiere de otros factores de crecimiento
tales como vitaminas, aminoacidos y otras fuentes minerales. Sin embargo, se requiere
realizar otros estudios para demostrar las causas por las cuales el hongo no crece bien en
estas condiciones.

Por otro lado, las variaciones en el contenido de proteinas encontrado a lo largo del
crecimiento (figura V.1), podria reflejar el comportamiento del hongo con respecto a la
produccion del sistema litico. En las etapas iniciales del cultivo, el hongo crece a espensa
de las proteinas solubles y fuente de carbono hasta su agotamiento, a continuaciéon la
disminucion de sustancias carbonadas y la presencia de posibles inductores solubles dispara
la produccion del sistema litico, produciéndose lisis de la levadura con liberacion del
contenido citopldsmico, lo que hace incrementar el contenido de proteinas y fuente de

carbono en el caldo de cultivo. Sin embargo, se requieren de otras pruebas para explicar las



causas por las cuales se encuentran estas variaciones ya que, en la bibliografia consultada
no se encontraron referencias al respecto.

Durante el crecimiento de P. ostreatus en este medio, se observdé un aumento del
pH al final de la incubacion. Esta variacion del pH no puede atribuirse a contaminacion, ya
que observaciones al microscopio y. alicuotas de este sobrenadante sembrados en placas de
M-200 con agar, no mostraron la presencia de microorganismos, descartando asi
contaminacion de los medios.

Estos resultados son similares a los reportados por Pazos (1999), por lo que se
puede atribuir a procesos fisiologicos propios del hongo.

Durante los ensayos preliminares de la actividad del sistema litico, utilizando
células enteras de S. cerevisiae inactivadas por calor a 121°C no se encontrd una actividad
litica significativa cuando las mezclas de reaccién se incubaron a pH 6.0 y 7.0, 30°C
durante las primeras horas. Al principio se pensé que el consumo de S. cerevisiae por P.
ostreatus se hacia empleando otros mecanismos. Sin embargo, esto fue descartado cuando
se detecto actividad en los ensayos a partir de las 6 horas. Aunque no se realizaron mas
ensayos para demostrarlo, se piensa que, en S. cerevisiae inactivada por calor, su
citoplasma se coagula debido a los cambios fisicos que ocurren durante la desnaturalizacion
de las proteinas y del material genético, lo que implicaria una lisis muy lenta y una baja
liberacion del contenido citoplasmico hacia el exterior.

En todo caso, en este trabajo se utiliza S. cerevisiae tratada con luz ultravioleta de
onda corta, ésta solo provocaria su inactivacion a través de los dafios parciales provocados
en proteinas y en el material genético sin que ocurran cambios fisicos importantes en las

mismas evitando asi, los problemas mencionados anteriormente.



Durante la construccion de la curva de inactivacion (Figura V.2), se encontr6 que en
las suspensiones con concentraciones mayores de 8 g/l, disminuye el efecto de la luz
ultravioleta sobre las células, esto puede deberse a que la densidad celular es muy alta y
solo algunas células son afectadas. Solo se logra un efecto importante prolongando los
tiempos de irradiacion, sin embargo, esto en la practica ocasiona el calentamiento de la
suspension y el resultado es impreciso.

Para descartar que la luz ultravioleta puede provocar la lisis de la levadura, se
hicieron observaciones al microscopio peridodicamente y se prepararon controles, los cuales
resultaron negativos.

En cuanto al efecto del pH en la actividad litica (Figura V.3), se encontré que a pH
menores de 5.0, el sistema litico se inhibe. Mantiene su actividad entre pH 5.0 y 8.0, siendo
optima a pH 6.0 y 7.0, los cuales coinciden con el pH 6ptimo de crecimiento para el hongo
reportado por Pazos (1999), este hecho es importante porque permitiria el uso del sistema
litico sobre levadura resuspendida en agua destilada

Como se dijo anteriormente, la actividad del sistema litico es maxima a pH 6.0y 7.0
encontrandose entre 33 y 31 U/L (Figura V.4). Cuando se estudid el efecto de la
temperatura se observo que la actividad se mantiene entre 25 y 50 °C, siendo Optima entre
35y 40 °C, en donde se encontro 50 y 80 U/L respectivamente. Estos resultados difieren
de los reportados por Moreno (1991), donde la méxima actividad del sistema litico de T.
reesei QM9414 se obtuvo a pH (2-4) y con una temperatura entre 55 y 65°C, valores muy
diferentes a los reportados por Rombouts y Phaff (1976), para el sistema litico de Bacillus
circulans (pH 6.0 y temperatura 30°C) y, por Hunter y Asenjo (1987) quienes miden la
actividad de las enzimas liticas de Cytophaga NCIB9497 y Oerskovia xanthineolytica

LLG109 apH 7.4y 70-75°C.



Es importante aclarar dos puntos, por una parte existe diversidad en cuanto a la
definicion de las unidades enzimaticas por los diferentes autores, y por la otra, los sistemas
liticos de los diferentes microorganismos difieren en cuanto a la actividad y sustrato
utilizado y, por ende, en su comportamiento, esto queda confirmado en los trabajos de
Moreno, 1991; Kaul y col. 1993; Labeca, 1995; Latzcko y Hampel, 1995; Ostlie y col.
1995; quienes definen las unidades enzimaticas arbitrariamente.

Observaciones al microscopio muestran restos y agregados celulares, los cuales son
indicativos de la actividad litica, ya que, en controles no se observaron dichas estructuras

Durante la obtencion de esferoplastos, se estudio el efecto del sistema litico sobre
células de S. cerevisiae RC-112 en fase exponencial y estacionaria, observandose que las
primeras son mas sensibles que las ultimas (Datos no mostrados) obteniéndose en ésta solo
50% de esferoplastos en comparacion al 87,3% en las primeras. Esto problablemente es
consecuencia de cambios que ocurren en la estructura de la pared cuando las células entran
en fase estacionaria. Esto confirma lo reportado por Kitamura y Yamamoti (1972).

Estos autores indican que, las células en fase estacionara sufren engrosamiento de la
pared haciéndose mas resistentes al ataque de las enzimas liticas. Cuando las células se
encuentran en fase exponencial, se hacen menos resistentes a las enzimas liticas.

Como se aprecia en la figura V.12, cuando las células en fase exponencial son
tratadas con 100 pL de sobrenadante contentivo del sistema litico, se obtiene un 87.3% de
formacion de esferoplastos y se mantiene constante a medida que se tratan el mismo
numero de células con volimenes mayores de sobrenadante. En este caso, se esperaria que
el porcentaje de esferoplastos fomados fuese mayor aproximandose al 100%, sin embargo,
dos factores podrian estar afectando este resultado, uno es que los componentes

citoplasmicos liberados al medio interfieren con las medidas de absorbancia a 540 nm y por



ende, que esta llegue a cero. El otro, es que puede existir un porcentaje de células que por
alguna razon sean resistentes o no son afectadas por el sistema litico, en todo caso estas
interrogantes deben ser confirmadas experimentalmente.

En la figura V.13, con 100 pL del sobrenadante, en una hora se obtuvo 83% de
esferoplastos formados, y a las dos horas se incrementd a 91.7%. No se vié aumento en el
porcentaje de formacion de esferoplastos a las cinco horas. Lo que pone en evidencia que,
los factores mencionados anteriormente podrian estar afectando el aumento del porcentaje
de formacion de esferoplastos.

Como se observo en las figuras V.14 y V.15, el proceso de liofilizado no afecta la
actividad del sistema litico, por el contrario, mediante esta técnica se logra concentrar. Esto
se pone en evidencia cuando 50 pL de la solucion de sobrenadante preparado (100 mg/ml),
se logra obtener 84.4% de formacion de esferoplastos en 20 minutos.

La lisis de la levadura fue seguida midiendo el contenido de proteinas solubles en el
sobrenadante antes y después del tratamiento. Se encontré un aumento progresivo en el
contenido de proteinas en el medio, lo que confirma la liberacion de contenido citoplasmico
de la levadura (Figura V.16).

El liofilizado conservado (-10°C), se utilizé por varios meses, sin observar pérdida
en la actividad, lo que indica que el sistema es estable y facil de conservar en este estado,
por el contrario, el sobrenadante sin liofilizar tiene una duracién mads corta, su actividad
disminuye lentamente y se contamina facilmente. Esto podria deberse al pH en que se
obtiene (6.0 y 7.0), el cual es optimo para el crecimiento de bacterias y hongos, su color
cristalino se ve afectado producto de la contaminacion. Su actividad decae lentamente

producto de la contaminacion, por lo que no es recomendable utilizarlo.



En cuanto a la deteccion de la actividad litica en geles de poliacrilamida 12.5% con
0.2% de células de S. cerevisiae autoclavadas y liofilizadas, no se encuentra actividad en el
sobrenadante sin liofilizar, esto puede ser debido a que en el mismo la concentracion del
sistema litico es bajo.

Sin embargo, cuando se utilizé el liofilizado, al preparar una solucion de 100
mg/ml, con 40 pL de la solucion se logré detectar bandas claras en el gel opaco, y bandas
oscuras después que el gel se fotografié en “fondo negro™.

Es importante destacar que las modificaciones realizadas al método de Ostlie y col.
(1995) en cuanto al tipo de células y el porcentaje de acrilamida a utilizar para la
elaboracion de los geles resultaron acertadas, observandose que la migracion fue mejor en
geles al 7.5% que en los de 12.5% (Figura V.17 y V.18). Esto puede deberse a que el
tamafio de la levadura es mayor que el de las bacterias utilizadas por @stlie y col. (1995), lo
que afectaria permeabilidad del gel.

En el gel sin SDS (figura V.19), se observaron tres bandas muy seguidas, la Gltima
no se evidencia claramente en la fotografia, ya que se perdio en el secado del gel.

El numero y la posicion de las bandas de actividad observadas en los geles con SDS
(12.5% y 7.5%), fueron completamente diferentes a las del gel sin SDS (7.0%), esto nos
podria indicar que los reactivos para geles con SDS, afecta la composicion del sistema
litico. Por considerar que hace falta realizar otros ensayos no se puede hacer mayores
precisiones acerca de la composicion del sistema litico.

Aunque no se conoce cuales son los efectos que provoca durante la incubacion de
los geles el triton X-100 sobre las células de S. cerevisiae, se piensa que después de actuar

el sistema litico sobre la pared, actua el triton X-100 sobre la membrana de la célula



solubilizandola y posteriormente desintegrando toda la estructura celular, seguido de una

liberacion citoplasmica y otros.



CAPITULO VII

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones
Existen evidencias suficientes que demuestran la produccion de un sistema litico por P.
ostreatus cuando es cultivado en un medio con sales minerales y S. cerevisiae como
unica fuente de carbono y nitrégeno.
La actividad del sistema litico se logr6 detectar a través de:
- Ensayos con células enteras de S. cerevisiae inactivadas por luz ultravioleta de onda
corta.
- Formacion de esferoplastos en S. cerevisiae RC-112.
- Geles de poliacrilamida con SDS (12.5% y 7.5%) y sin SDS 7,0% con células
enteras de S. cerevisiae autoclavadas y liofilizadas.
Las condiciones optimas de actividad del sistema litico, fueron pH (entre 6.0 y 7.0) y
temperatura (entre 35 y 40 °C).
De acuerdo al comportamiento observado en cada una de los ensayos realizados, se
piensa que el sistema litico pueda estar conformado por enzimas, sin embargo, es
necesario demostrarlo a través de otros ensayos.
Recomendaciones

Mais que recomendaciones, son sugerencias dada la importancia que este sistema

litico presenta:

- Estudiar otras condiciones de produccion del sistema litico.



- Estudiar la estabilidad y duracion del sobrenadante sin liofilizar y del sobrenadante
liofilizado.

- Determinar e identificar los azucares, aminoazucares, aminoacidos y demas
componentes liberados de la pared celular de S. cerevisiae

- Ensayar la formacion de esferoplastos en otros microorganismos con la finalidad de
evidenciar si éste funciona como un sistema de amplio espectro.

- Estudiar los procesos de transformacion y regeneracion de esferoplastos y
protoplastos.

- Estudiar la conformacion del sistema litico de P. ostreatus.

- Llevar a cabo una purificacion parcial del sistema litico.
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