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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar tanto a nivel extra como intracelular,las
proteasas (&cidas, neutras y alcalinas), fenoloxidasas (lacasa Yy tirosinasa) Yy
peroxidasas(manganeso y lignina peroxidasa) presentes enRhizopus oryzae ENHE elcual es
un hongo filamentoso que tiene la caracteristica de crecer en ambientes contaminados con
xenobiodticos como el pentaclorofenol (PCF), por lo cual el estudio de su sistema

enzimatico es de gran utilidad para desarrollos biotecnol6gicos posteriores.

R. oryzae ENHE se crecié en medio Lee regulado con amortiguador de citratos 0.1M pH
5.8 2 30°C y 150 rpm; bajo tales condiciones, alcanz6 su maxima produccion de biomasa a
partir de las 24 horas, tomandose muestra desde este tiempo hasta las 96 horas. En estos
tiempos de estudiose logr6é cuantificar a nivel intracelular proteasas acidas, neutras y
alcalinas; en el medio extracelular se cuantificd proteasas acidas, neutras, alcalinas y

lignina peroxidasa.

La actividad lignina peroxidasa pudo ser cuantificada hasta las 48 h. Sin embargo, al
adicionar 0.1g L™ alcohol veratrilico al inicio de la fermentacion, esta actividad logré ser
cuantificada durante toda la cinética. Debido a la actividad metabdlica que presenta dicha

enzima, no se descarta su participacion en la remocion del PCF.

Las proteasas regulan los niveles proteicos de la célula, por lo que, detectar las proteasas
que regulan a la o las enzimas de interés mediante inhibidores especificos, podria contribuir
a elevar los niveles de remocién del PCF. En este trabajo se logrd identificar posibles

aspartato, serin y cistein proteasas tanto en extractos extra como intracelulares.

En los extractos intracelulares que se sometieron a zimografia se detectd actividad
fenoloxidasa al visualizarse una banda a 203kDa que reacciond con L-DOPA, sin embargo,
no se puede afirmar que sea producto de actividad tirosinasa, ya que con métodos

espectrofotométricos y zimogramas con MBTH v tirosina, el resultado fue negativo.



ABSTRACT

The objective of this project was study the extracellular and intracellular enzymes such
asproteases (acid, neutral and basic), phenoloxidases (laccase and tysosinase) and
peroxidases (manganese and lignin) in Rhizopus oryzae ENHE which is a filamentous fungi
that is able to grow in contaminated environments with xenobiotics as pentachlorophenol

(PCF), so the study on their enzymatic system is useful for biotechnology developments.

R. oryzae ENHE was cultivated on Lee medium with citrate buffer 0.1M pH 5.8, at 30°C
and 150 rpm. In these conditions R. oryzae ENHE reached its maximum biomass
production from 24 hours. Samples were collected from 24 up to 96 hours of cultivation.
With these conditionswe could quantify acid, neutral and alkalyneproteases in the
intracellular extract, and acid, neutral and alkalyne proteases, along with lignin peroxidase

(LiP), in the extracellular extract.

The LiP could be quantified only until 48 hours of cultivation, although when 0.1 g L™ was
added to the medium at time zero the activity could be quantified during the whole Kinetics.
Involvement of LiP in PCF removal is probable given the known metabolic activity of this

enzyme.

Protease enzymes participate in the turnover of cellular protein, so finding the proteases
which regulate other enzymes of interest with specific inhibitors might contribute to
enhance PCF removal. In this work we managed to identify some aspartatic, serine and

cysteine proteases.

The intracellular extracts were subjected to zymographic studies with L-DOPA as substrate,
where a dark band of aproximately 203 kDa could be detected which corresponded to
phenoloxidase activity. However, we could not confirm that this activity was tyrosinase, as
results turned out negative using spectrophotometric and zymographic techniques with

MBTH and tyrosine as substrates.

VI



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae es un hongo filamentoso cuya clasificacion taxondmica es la siguiente:
Reino: Fungi (Myceteae)

Phylum: Zygomycota

Clase: Zygomycetes

Orden: Mucorales

Familia:Mucoraceae

Género: Rhizopus

El género Rhizopusse caracteriza por su morfologia de esporangiéforo (figura 1) y se le
puede clasificar en base al tamafio del mismo, a su temperatura de crecimiento,
ramificacion de los rizoides (Schipper y Stalpers, 1984); hibridacion DNA-DNA vy analisis
de isoenzimas (Ellis 1986; Liouet al., 2001).

Figura 1. Morfologia del género Rhizopus(Plantas y hongos, en linea)

Este Zygomycete se puede observar cominmente desarrollandose en materia organica en
descomposicion; tiene la capacidad de crecer en una amplia variedad de fuentes de
carbono, por ejemplo, glicerol, etanol, &cido lactico, glucosa, manosa, fructosa, sacarosa,

1



INTRODUCCION

xilosa, celobiosa, acidos grasos y aceites; pero es inhibido por la ciclohexamida. Las
colonias de Rhizopus crecen muy rapidamente, madura en 4 dias y forma hifas blancas
aéreas conocidas como estolones, que posteriormente se tornan grisaceas. La formacion de
estas hifas aéreas puede facilitar la invasion de sustratos que no estan en contacto inmediato

con los ya colonizados (Carlileet al., 2001)

Su importancia a nivel industrial radica en ser uno de los hongos mas utilizados en la
fabricacion de alimentos fermentados tradicionales de Asia (Noutet al., 1990), ademas es
productor de acidos organicos como el lactico, fumarico (Tsaoet al.,1999), malico y citrico
(Longacreet al., 1997), asi como etanol (Taherzadehet al., 2003),proteasas (Kavanagh,
2002)y glucoamilasas (Radfordet al., 1996). Es también conocido como un patdégeno
oportunista en humanos, causando zigomicosis, la cual es una infeccion subcutanea y

profunda.

En cuanto al area ambiental, la clase Zygomycete no ha sido ampliamente estudiada su
intervencion en ambientes contaminados con xenobidticossin embargo diversos trabajos
han contribuido a dilucidar su papel en el medio ambiente (Leon-Santiesteban et al., 2008;
Montiel et al., 2004; Carvalho et al., 2009) y se ha observado la intervencién de enzimas
como peroxidasas y fenoloxidasas.

1.2. Peroxidasas

En la naturaleza, las peroxidasas intervienen en reacciones de lignificacién de la pared
celular y en la degradacién del acido indolacético en plantas (Robinson, 1996) y en otros
organismos (como los hongos) son utiles es la degradacion de la lignina a compuestos de
facil asimilacion. Estas enzimas utilizan el peroxido de hidrégeno o un hidroperéxido
organico como aceptor de electrones, también se caracterizan por tener como grupo
prostetico a un grupo hemo tipo b (protoporfirinia 1X), con Fe (Ill)pentacoordinado.

Ademas, presentan una elevada estabilidad térmica, quimica y a cambios de pH.
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Las peroxidasas son dependientes de per6xidos. En la naturaleza se han estudiado dos
oxidasas extracelulares que han sido relacionadas con la produccion de peréxido de
hidrégeno, glioxal oxidasa (Kersten y Kirk, 1987) y aril-alcohol oxidasa (Bourbonnais y

Paice, 1988)

1.2.1. Lignina peroxidasa (LiP)

LiP (EC 1.11.1.14) es una glicoproteina de una masa molecular de alrededor de 41 kDa,
con un hierro protoporfirinico IX como grupo prostético que fue descrita por primera vez
en Phanerochaetechrysosporium(Tieny Kirk, 1983; Glennet al., 1983), ademéas presenta

residuos de histidina ligados a este grupo prostético (Steven et al. 1993) (figura 2).

Figura 2. Lignina Peroxidasa (University of Maine, en linea)

La LiP se diferencia de otras peroxidasas por su alto potencial de 6xido-reduccion, lo que le
permite oxidar compuestos aromaticos fenolicos y no fendlicos, y por tanto, la mayor parte
de las unidades de la lignina (Tien, 1987). Sin embargo, muchos hongos degradadores de
lignina parecen llevar a cabo la degradacion de este polimero con una muy baja expresién
de la LiP. Con ello se ha puesto énfasis en el rol de oxidantes mas débiles tales como fenol

oxidasa y Manganeso peroxidasa.
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La LiP cataliza la oxidacion de los sustratos mediante la sustraccion de un electron del
anillo aromatico dando lugar sus radicales cationicos aromaticos correspondientes, los
cuales son bastante inestables y sufren una gran variedad de reacciones no enzimaticas
(Schoemakeret al., 1985)en presencia de nucleofilos (principalmente agua) y con oxigeno
molecular, rompiendo de esta manera los enlaces C-C e C-O, despolimerizando la lignina y

abriendo los anillos aromaticos (figura 3).

H,0, H,O
/p’—'-._‘_\“\_\‘ O
Fe V)" |~
CH,OH LiP (nativa) LiP (I) CH,OH T
@ veratrilico
OCH OCH
OCH 3 — OCH 4 3
LiP (IT)
Cl'leH CH_OH
Fe (IV)* 4
OCH4 < @ Radical catiénico
- OCH
OCH3 0 OcH, 3 Alcohol veratrilico

Figura 3. Ciclo catalitico de la LiP (Neto, 2006)
1.2.2. Manganeso Peroxidasa (MnP)

La MnP (E.C. 1.11.1.13) es una enzima extracelular, lignocelulésica que oxida
componentes fendlicos de la lignina, mediante la reaccién de oxidacion del Mn 2" a Mn **,
que es dependiente del H,O.(Wesenberget al.,, 2003). Fue descubierta en P.
chrysoporiumhace casi 30 afios por los grupos de investigadores de Gold y Crawford
(Kuwahara et al. 1984; Paszcynski et al. 1985); presenta un grupo prostético hemo, el cual
esta coordinado con un imidazol (Mino et al., 1988), ademas de residuos de histidina (His-
46) y arginina (Arg-42) que catalizan la escision del enlace dioxigeno en el perdxido
(Finzelet al., 1987;Poulos y Kraut, 1980) (figura 4).
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Figura 4. Manganeso Peroxidasa (University of Maine, en linea)

La reaccion que lleva a cabo MnPnecesita la presencia de acidos organicos secretados por
el microorganismo como el glicolato u oxalato, los cuales realizan una accion quelante
sobre el Mn ** de tal manera que sea posible la formacién de un sistema redox y por lo
tanto sean atacadas las estructuras fendlicas de la lignina, dejando como resultado radicales
libres que tienden a desintegrarse inmediatamente. La capacidad de despolimerizacion que
presenta dicha enzima, la hace reaccionar con una amplia variedad de compuestos fendlicos
(Martinez, 2002; Banciet al., 1998).

El ciclo catalitico inicia por la union del peroxido de hidrogeno o peréxidos organicosal
hierro nativo de la enzima y consecuentemente la rotura del enlace O-O del perdxido
mediante la transferencia de dos electrones del grupo hemo de la enzima con lo cual se
genera el componente | (radical complejo Fe**-oxo-porfirina). Una reduccién siguiente se
presenta para formar el complejo Fe**-oxo-porfirina con la donacién de un electrén por
parte de un monoquelato Mn?* (compuesto I1) quedando como Mn*"; ademas del Mn?®*
puede ser reducido por otros compuestos como los fenodlicos y el ferrocianuro. El ciclo es
completado por la reduccion del compuesto 11 mediante otro Mn®* dando lugar a la forma

original de la enzima (figura 5)
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Compuesto 1

B, —

& "

Lignina

@a , for Lignina
POM o« i

Lignina_

Compuesto 2

Figura 5. Ciclo catalitico de MnP (Hofrichter. 2002)

MnP generalmente se puede encontrar en hongos basidiomicetos y cominmente estas
enzimas presentan pesos moleculares entre 38 y 62.5 kDa (Hofrichter. 2002).

1.3. Fenoloxidasas

Las fenoloxidasas son oxidorreductasas que catalizan la oxidacién de componentes
fenolicos reaccionando con oxigeno y sin la necesidad de cofactores; se subdividen en dos
subclases, tirosinasas y lacasas (Chevalieret al., 1999).

Las fenoloxidasas estan presentes en diversos organismos (animales, plantas, hongos y
algunas bacterias); su actividad bioldgica en animales, se enfoca en la sintesis de melanina,
procesos de esclerotizacion y como defensa contra factores fisicos y bioldgicos. Estas
enzimas tienen actividad O-hidroxilacion de monofenoles (cresolasa) u oxidacién de O-
difenoles a quinonas (catecoloxidasa) o ambas (tirosinasa) (Sanchez-Ferreret al., 1995;
Deckeret al., 2000).
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Las actividades enziméticas que presentan las fenoloxidasas, les permiten ser de gran
utilidad en el area de la biorremediacion para poder degradar compuestos aromaticos

toxicos.

1.3.1. Lacasa

Las lacasas (p-benzenoil: oxigeno oxidorreductasa, EC 1.10.3.2) pertenecen al grupo de
proteinas que son conocidas como oxidasas azules multicobre (Duran et al., 2002). Esta
enzima es capaz de catalizar la oxidacion de varios componentes aromaticos
(particularmente fenoles) con la consecuente reduccion del oxigeno a agua.

La lacasa presenta 4 atomos de cobre que se han clasificado en tres tipos de acuerdo a su
resonancia paramagnética electronica, los cuales juegan un papel importante en el

mecanismo catalitico (figura 6).

Figura 6. Lacasa de Trametes versicolor(The Armstrong ResearchGroup, en linea)

El cobre del centro tipo 1 (T1) es el primer aceptor de electrones del sustrato, después los

electrones se transfieren secuencialmente al grupo trinuclear que forman los cobres tipo 2
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(T2) y tipo 3 (T3), que tras recibir cuatro electrones, reducen una molécula de oxigeno a
agua. Asi la oxidacion del sustrato va acoplada a la reduccion del oxigeno (figura 7).

Esta enzima reacciona con diversos compuestos aromaticos (principalmente de origen
fenolico), los cuales son sometidos a una oxidacion, dando lugar a un radical que puede
convertirse en una quinona. Tanto la quinona como el radical libre se someten a reacciones
no enziméticas que conducen a una polimerizacién (Higuchi, 1989); en plantas, esta
reaccion de polimerizacion tiene la finalidad de originar una cubierta protectora cuando
sufre lesiones. En los hongos, la funcion de la lacasa no esta clara, se ha relacionado con la
morfogénesis, pigmentacion de los conidios, formacién de rizomorfos, desarrollo de
cuerpos fructificantes (Thurston., 1994), patogénesis (Lewis y Yamamoto., 1990) y en la
proteccion frente a compuestos fendlicos toxicos liberados durante la degradacién de la
lignina (Bollaget al., 1988); es la causante de la podredumbre blanca en la degradacion de
esta Ultima, produciendo &cidos aromaticos (Buswell y Odier., 1987).

La lacasa no presenta una gran especificidad por el sustrato que metaboliza, de hecho puede
hacerlo con compuestos no aromaticos, sin embargo, a pesar de esto, no es capaz de oxidar

a la tirosina.
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Figura 7. Mecanismo 6xido-reduccién del centro activo de la Lacasa(Yaropolovet al. 1994)
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1.3.2. Tirosinasa

La enzima tirosinasa (E.C. 1.14.18) o polifenol oxidasa (PPO) tiene una amplia distribucion
entre los microorganismos, plantas y animales, debido a su participacion en mecanismos de
importancia bioldgica: la pigmentacion de la piel en vertebrados y procesos de
oscurecimiento en vegetales (Espinet al., 1998) como un mecanismo de defensa a estrés
fisicos como radiacion UV, radicales libres, rayos gamma, deshidratacion y temperaturas

extremas.

En hongos, la PPOpuede encontrarse en el citoplasma, asociada a la pared celular o en el
medio extracelular (Rastet al., 2003; Marcial, 2011). El peso molecular de las PPO flingicas
presentan una considerable diversidad; parte de esta diversidad es genética, como es
indicado por los agrupamientos en el arbol filogenético de las enzimas (Halalouiliet al.,
2005).

La PPO es una enzima bifuncional presenta actividad monofenolasa y difenolasa. La
actividad monofenolasa inserta oxigeno molecular en la posicion orto de un grupo hidroxilo
existente en un anillo aromatico (cresoles, clorofenoles, fenol, etc.) produciendo sus
correspondientes o-difenoles (catecol, dopamina, L-DOPA, epinefrina) (figura 8), la
reaccion continda con la actividad difenolasa al oxidar el difenol a su correspondiente
quinona (figura 9) (Manson., 1956); las quinonas sufren reacciones no enzimaticas con

diferentes nucletfilos, produciendo pigmentos de color marrdn oscuro.

OH OH
J _OH
{f_,-_;;* PPO =
)=
S X

Figura 8. Actividad monofenolasa de la tirosinasa



INTRODUCCION

La actividad monofenolasa de la tirosinasa, la distingue de otras actividades fenoloxidasas,
aunque la incapacidad de oxidar la tirosina, pero si el 3,4-dihidroxi-fenil-L alanina (L-
DOPA) podria ser tomado como una prueba de actividad lacasa (Mayer. 1987).

oH 0
oH 0
FPO
B ————
0,

Figura 9. Actividad difenolasa de la tirosinasa

Esta enzima contiene en su centro activo un complejo binuclear de cobre (figura 10), lo

cual la hace ser perteneciente al grupo 3 de las proteinas de cobre (Durénet al., 2002).

Figura 10. Estructura de la enzima tirosinasa(Gerdemann et al. 2001)
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1.4. Proteasas

Las proteasas son enzimas proteoliticas que pertenecen al grupo de las hidrolasas, debido a
que catalizan la degradacion de otras proteinas hidrolizando los enlaces peptidicos con la
consecuente eliminacion de una molécula de agua.

La importancia que presentan las proteasas en las células, es conservar los niveles
proteinicos en equilibrio, regulando las velocidades de sintesis y degradacion de las mismas
(Schimke y Doley. 1970). Ademas de facilitar la absorcion de sustratos, proteccion hacia

agentes externos y comofactores de virulencia en organismos patdégenos (North. 1982).

Las proteasas constituyen uno de los grupos de mayor utilidad en la industria alimenticia
(bebidas, panificacion, ablandamiento de carne, etc.) y farmacéutica.Las proteasas de
origen microbiano son de mayor produccién por sobre las de origen vegetal, debido a su

gran tasa de produccion y facil cultivo.

Las proteasas flngicas presentan ciertas ventajas sobre las bacterianas, en cuanto a su
ubicacion generalmente extracelular, son de facil recuperacion y purificacion, los procesos
de produccion involucrados son habitualmente méas sencillos y econémicos, ademas de
secretar mayor variedad de proteasas.De acuerdo al sitio donde actlan las proteasas en una
cadena proteinica, se clasifican en exopeptidasas y endopeptidasas.

1.4.1. Exopeptidasas

Este tipo de proteasas actlan en los extremos de las cadenas polipeptidicas, ya sea en el
extremo amino terminal (aminopeptidasas) o en el carboxilo terminal (carboxipeptidasas).
e Aminopeptidasas (L-aminoacil péptido hidrolasas E.C. 3.4.11): Catalizan la
reaccion de liberacion secuencial de aminoacidos del extremo amino terminal.
e Carboxipeptidasas (Peptidilaminoacido hidrolasa E.C. 3.4.12): Catalizan la reaccion

de liberacién secuencial de aminoacidos del extremo carboxilo terminal.
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1.4.2. Endopeptidasas

Catalizan la hidrolisis de enlaces peptidicos situados preferentemente en el interior de la
cadena polipeptidica y son capaces de degradar a las proteinas hasta oligopéptidos. Pueden
clasificarse en base al rango de pH al cual son activas (acidas, neutras o alcalinas); en base
a su habilidad para hidrolizar proteinas especificas (queratinasas, colagenasas, etc.) o en
base a caracteristicas similares, como por ejemplo, pepsina, tripsina yquimiotripsina. La
clasificacion mas aceptada es la propuesta por Hartley en 1960, la cual esta basada en el
mecanismo catalitico y cada grupo puede ser distinguido de acuerdo a su sensibilidad a
diversos inhibidores.

e Serinproteasas (EC 3.4.21): Poseen un residuo de serina en su sitio activo y son
inhibidas principalmente por fluoruro de fenilmetilsulfonilo, diisopropil-
fluorofésforo y otros organofosforados (Betancourt. 2009), asi como por agentes
quelantes como el EDTA. La mayoria de las serin proteasas son activas a pHs
alcalinos; usualmente son de bajo peso molecular (alrededor de 25 kDa) y su punto
isoeléctrico (pl) ronda pH 4.4 a 6.2 (Ebelinget al., 1974).

e Cistein proteasa (EC 3.4.22): Contiene residuos de cisteina e histidina en el centro
activo y son inhibidas por lodoacetamida, iodoacetato, metales pesados y N-
ethylmaleimida. Agentes reductores, cisteina y EDTA, funcionan como activadores.
Las cistein proteasas usualmente son activas a pHsligeramente acidos (Cinoet al.,
1973).

e Aspartato proteasas (EC 3.4.23): También son conocidas como proteasas acidas,
debido a la presencia de uno o dos grupos carboxilos que contiene en el centro
activo; son inhibidas por pepstatina, acetil pepstatinay epdxidos. La gran mayoria de
las enzimas pertenecientes a esta clasificacion son activas a valores de pH acidos.En
hongos microoscépicos, la gran mayoria de estas enzimas presenta pl por debajo de
pH 5.1 (entre 3.4 y 4.6), excepto de las proteasas de Sporotrichumdimorphosporum
(pH 7.4) (Tapia et al., 1981).

e Metaloproteasas (EC 3.2.24): Necesitan cationes metalicos divalentes como
cofactores. Son inactivadas en presencia de agentes quelantes y por procesos de

dialisis (Suéarez-Rendules y Wolf, 1988). Generalmente las metaloproteasas son
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activas a un pH alrededor de la neutralidad, tienen un peso molecular alrededor de

20 kDa y no es muy comun encontrarlas en hongos.

Los cuatro tipos de proteasas mencionadas han sido detectadas en hongos, sin embargo las
aspartato y serin proteasas son las mas predominantes. Aungue las enzimas del mismo tipo
pero de diferentes especies, pueden presentar grandes similitudes, las proteasas fungicas, en
general, tienen una especificidad mas amplia que las equivalentes en mamiferos (North.
1982).

1.5. Isoenzimas

El término isoenzima fue propuesto por Markert y Moller. (1959), para describir las
enzimas que presentan la misma funcion catalitica pero difieren entre si en propiedades

quimicas, fisicas y cinéticas.

La importancia de las isoenzimas radica en ser utilizadas para estudios filogenéticos
(Vastaget al., 1998; Saboticet al., 2007). Cada una puede presentar diferente afinidad por
los sustratos, asi como ser inhibidas diferencialmente por agentes especificos, por lo cual
pueden ser estudiadas de manera individual, asi como su interaccion con los demas

sistemas celulares.

Al presentar diferentes caracteristicas estructurales y cinéticas, la célula puede secretar
diferentes tipos de isoenzimas, de acuerdo al pH del medio en el que se encuentre, la
temperatura, los diferentes inhibidores a los que esté expuesta y sus requerimientos

nutrimentales.

1.6. Zimogramas

En 1957 Hunter publicé un articulo en el cual report6 la separacion y visualizacion de la
actividad enzimatica de esterasas proveniente de un extracto crudo, utilizando geles de

almidon mediante técnicas electroforéticas. A partir de este momento se ha utilizado como

13



INTRODUCCION

una gran herramienta para la caracterizacion de las isoenzimas, presentes en un sistema
biolégico determinado en cuanto a peso molecular, punto isoeléctrico y medicion

semicuantitativa de las isoenzimas (Garcia-Carrefio. 1993).

Los zimogramas se realizan mediante un SDS-PAGE (acronimo en inglés de
sodiumdodecyl sulfate polyacrylamide gel) bajo condiciones no reductoras, es decir sin
usarditiotrietol(DTT) ni 2-mercaptoetanol. La actividad enzimatica se revela con ayuda de
un sustrato especifico para la misma, ya sea copolimerizado en el gel o disuelto en el

amortiguador donde se incubara el mismo.

Ong y Chang (1997) introdujeron al analisis de zimografia convencional la técnica de
isoelectroenfoque, con la finalidad de dar mayor resolucion a la separacion de las isoformas
de la enzima en estudio, por lo que se comenzd a utilizar los zimogramas en dos
dimensiones (2D-zimogramas). La primera dimension corresponde a la separacion por
medio de punto isoeléctricoy la segunda de acuerdo al peso molecular de cada isoforma
mediante un SDS-PAGE.

El SDS-PAGE se basa en la migracion de las proteinas a través de un gel de acrilamida
conteniendo SDS con la finalidad de que este detergente anionico se una a las proteinas en
una proporcién estequiométrica de 1 molécula de SDS por cada 2 aminoacidos (Nelson.
1970), con lo cual se logra uniformar la carga de cada una de ellas (carga negativa), de tal
manera que al someter el SDS-PAGE a un campo eléctrico, las proteinas solamente se

pueden separar debido a su peso molecular.

El SDS, al ser un detergente anionico fuerte, tiene la capacidad de unirse a los nucleos
internos hidrofobos de las proteinas y por lo tanto desnaturalizarlas, lo cual provoca que
pierdan su actividad catalitica; por lo tanto este detergente debe ser eliminado de la muestra

a analizar.

Después de concluida la electroforesis, el gel se somete a una incubacion en una solucién

de triton X-100, el cual es un detergente no idnico que al unirse a las proteinas no provoca
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su inactivacion y elimina el SDS de la proteina con la finalidad de renaturalizarlas
(Alberts.et. al., 2002).

Como ya se mencion0 los zimogramas a diferencia del SDS-PAGE convencional se
diferencianen no someter a las muestras a condiciones reductoras, es decir, no se
agregaDTT ni 2-mercaptoetanol, los cuales son agentes que rompen enlaces disulfuro en las

proteinas y por lo tanto las enzimas pierden su actividad catalitica
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2. ANTECEDENTES

Los hongos tienen la capacidad de crecer en casi cualquier ambiente;producen metabolitos
de alto valor agregado, secretan enzimas de interés industrial (principalmente proteasas),
ademas son capaces de degradar compuestos complejos (como la lignina). Debido a esta
ultima caracteristica se han utilizado recientemente en el area de la biotecnologia ambiental
con la finalidad de removerdistintos compuestos contaminantes de dificil degradacion

natural.

Los hongos que mas ampliamente han sido investigadospor su participacion en la
degradacion de compuestos toxicos, son los llamados “hongos de la pudricion blanca”
(Phanerochaetechrysosporium, Pleurotusostreatus, Trametes versicolor), sin embargo,
recientemente se ha puesto interés en otras especies de hongos debido a su capacidad de

crecer en ambientes contaminados con xenobioticos y/o metales pesados.

En el laboratorio de Ingenieria Genética y Metabolismo Secundario de la Universidad
Auténoma Metropolitana, unidad lIztapalapa, se lograron aislar dos cepas flangicas del
phylum Zigomycete capaces de crecer en medios contaminados con clorofenoles, las cuales
se lograron identificar por técnicas de biologia molecular comoRhizopus oryzae ENHE
aislado del suelo de un aserradero en Puebla (Ledn-Santiesteban et al., 2008) yAmylomyces
rouxiiaislado de un efluente de la industria de la pulpa y el papel (Montiel et al., 2004);
ambos microorganismos presentan capacidad para remover pentaclorofenol (PCF), el cual
es un xenobidtico utilizado como conservador de madera y es uno de los desechos de la
industria papelera. Este xenobiotico presenta un amplio espectro de toxicidad al causar
alteraciones en el sistema inmunoldgico y enddcrino, aumenta la susceptibilidad a
infecciones, altera las funciones reproductivas y ademas es un mutageno (Castillo y
Barcenas. 1998), por lo que se le considera un compuesto toxico moderado (Clase Il de
toxicidad de la EPA).

Al caracterizar A. rouxii, se comprob6 que presenta actividad fenoloxidasas (tirosinasa) y

proteasas (&cidas) (Montiel et al., 2004; Pérez de los Santos 2009), ademéas debido a su
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capacidad de crecer en ambientes contaminados con PCF, es capaz de remover dicho
xenobi6ticos hasta en un 81% (de una concentracion inicial de 12.5 mg PCF L) en medio
Melin-Norkrands (MN) modificado (Marcial et al., 2006). En el 2011, Marcial identificd
una aspartato proteasa extracelular (rhizopuspepsina-2) que afecta de manera negativa la

actividad tirosinasa, enzima involucrada en la remocién de PCF.

En cuanto a R. oryzae ENHE, Ledn-Santiesteban (2010) al inmovilizar dicha cepa en fibra
de nylon saturada con PCF y en medio MN, logré una remocién del 92% de 25 mg PCF L™
en 72h. En el 2008, Ledn-Santiesteban et al.encontraron actividad tirosinasa y LiP en R.
oryzae ENHE. Ademas observaron un incremento de la actividad tirosinasa hasta en un
14% en el extracto extracelular y 4.71 veces mayor en el extracto intracelular al agregar 0.1

g L™ de tirosina.
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3. JUSTIFICACION

R. oryzae ENHE es un hongo capaz de crecer en ambientes contaminados con PCF por
lo cual probablemente tiene sistemas enziméaticos como peroxidasas y fenoloxidasas
que le podrian permitir soportar estos xenobioticos; otro aspecto a considerar es el
hecho de que el género Rhizopus es un importante productor de proteasas, las cuales
podrian afectar de manera negativa la actividad de otras enzimas, como es el caso de la
rhizopupepsina-2 en A. rouxii, por lo tanto el estudio de estas enzimas en R. oryzae

ENHE podrian contribuir a desarrollos biotecnoldgicos.
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4. HIPOTESIS

De acuerdo a previas investigaciones en torno a la biorremediacion de ecosistemas

contaminados con desechos xenobidticos se plantean la siguiente hipdtesis:

e Tanto fenoloxidasas como proteasas y peroxidasas se han caracterizado en diferentes
hongos filamentosos degradadores de compuestos fendlicos, por lo que su presencia
en R. oryzae ENHE es probable.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar si R. oryzae ENHE presenta actividades de proteasas, fenoloxidasas y

peroxidasasa nivel extra y/o intracelular.

5.2. Obijetivos particulares

e Cuantificar la actividad enzimatica extra e intracelular de proteasas, fenoloxidasas y
peroxidasas en R. oryzae ENHE.

e Determinar el efecto de diferentes inductores sobre las actividadesenzimaticas de
peroxidasas y fenoloxidasas de R. oryzae ENHE.

e Determinar las isoformas delas enzimas encontradas bajo las condiciones de

crecimiento de R. oryzae ENHE.
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6. METODOLOGIA

La figura 11 describe de manera general la metodologia desarrollada.

Obtencion de extractos celulares

- Tirosinasa
\ 4
L Lacasa h =
Inductores de 1mogramas
v " actividades
Actividades N LiP enzimaticas
. — — N
enzimafticas -

-| Proteasa

Figura 11. Metodologia general que se llevo a cabo para el estudio de las enzimas en R.
oryzae ENHE

Las especificaciones sobre la formulacion de los reactivos y el equipo utilizado se plantean

en el anexol.

6.1. Propagacion de R. oryzae ENHE.

La propagacion de R. oryzae ENHE se llevo a caboen agar papa y dextrosa (PDA) con 2%
(p/v) de agar bacteriologico en matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 40 mL de
medio de cultivo. EI medio de cultivo se indculo con esporas del zigomiceto y se incubo de
7 a 8 dias a 30°C + 1°C, hasta su esporulacién. Las esporas se recolectaron con Tween 80

al 0.1% (v/v) y se conservaron en viales de 2 mL con glicerol al 40% (v/v) a -20°C.

20



METODOLOGIA

6.2. Obtencion de esporas para andlisis posteriores.

De la suspension de esporas que se obtuvo segun la metodologia descrita anteriormente, se
inocularon 100 pL en 40 mL de PDA con 2% de agar bacteriologico en matraces
Erlenmeyer de 250mL durante 7 a 8 dias a 30°C = 1°C.Las esporas (se observan de un
color gris oscuro) que se encontraban presentes después de este periodo de incubacién, se
cosecharon mediante un agitador magnético en una solucion de Tween 80 al 0.1% (v/v).

6.3. Concentracion y lavado de esporas

La solucion de esporas se filtro a través de tela miraclothcon la finalidad de eliminar
residuos de micelio y agar, posteriormente el filtrado se colocd en microtubos de 1.5 mL y

se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante resultante se elimind y la
pastilla de esporas se lavdé con 700 puL de agua destilada estéril para centrifugarse
nuevamente. Lo anterior se repitio hasta lograr un sobrenadante claro, lo cual nos indico la
eliminacién del Tween 80. Por ultimo, la pastilla de esporas se resuspendié en 400 uL de
agua destilada estéril y se transfirié a un tubo tipo Falcon de 50 mL. Un volumen de la
suspension de esporas resultante se diluyd 10 veces para poder contar las esporas por medio

de la cdmara Neubauer.

6.4. Fermentacion sumergida

Se colocaron 50 mL de medio Lee en amortiguador de citratos al 0.1 M y pH 5.8 estéril en
matraces Erlenmeyer de 250 mL y se inocularoncon 1x10° esporas mL™. Los matraces
inoculados se mantuvieron en incubacion a 30+1°C con una agitacion de 150 rpm y se
tomo6 como muestra a analizar tanto el medio liquido como la biomasa cada 24 h hasta las
96 h.
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6.5. Obtencidn de extractos extracelulares

El medio de cultivo se filtr6 al vacio con papel filtro Whatman #44 (puestos previamente a
peso constante) para separar el medio de la biomasa. La biomasa se cuantific6 mediante
peso seco. El extracto libre de células se guardo a 4°C hasta su posterior analisis (no méas de
1 dia ya que las actividades enziméticas variaban con periodos de refrigeracion

prolongados).

6.6. Obtencidn de extractos intracelulares

La biomasa recuperada por filtracion se transfirié a un mortero enfriado previamente a -
70°C y mantenido en hielo. La biomasa se macerd por completo con un pistilo y se colocé
en tubos Eppendorf, donde se re-suspendié en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 (1mg
biomasa mL™), posteriormente se mezclé en un vértex hasta que se alcanzé una disolucién
homogénea. Finalmente, la suspension se centrifugd a 14,000 rpm durante 20 min a 4°C; y
el sobrenadante obtenido se conservé a 4°C para su posterior analisis (por no més de 1 dia

de almacenamiento).

6.7. Determinacién de actividad fenoloxidasa

6.7.1. Actividad monofenolasa (tirosinasa)

La actividad tirosinasa se cuantifico mediante el método espectrofotométrico descrito por
Mazzocco y Pefferri (1976). La reaccion se llevd a cabo en presencia de 1 mL
amortiguador de fosfato-citrato 0.4 mM, pH 4.2, 500uL de3-metil-2-benzotiazolona
hidrazonahidroclorada (MBTH) 2 mM como agente cromdforo, 500uL de extracto
enzimatico y500uL de fenol 0.5Mcomo sustrato. Se utilizé tirosinasa comercial (Sigma
T3824) como control positivo y lacasa comercial (Sigma 51639) como control negativo.La
prueba se inicio con la adicion del fenol y se permitio que la reaccion se llevara a cabo por
1 min para posteriormente detenerla con 1mL H,SO, concentrado y 2mL de acetona,

posteriormentese cuantificd espectrofotométricamente a 495nm; se prepar6 una curva
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patrén con concentraciones molares de I, (1x10™ hasta 12x10°M), el cual sustituy6 la

actividad de la enzima tirosinasa.
6.7.2. Actividad de la lacasa

La actividad de la enzima lacasa se cuantificO segin lo reportado por Niku-Paavolaet
al.(1990), mediante la oxidacion de 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)
(ABTS)al 5 mM en amortiguador de acetato de sodio pH 5.4, 200 puL de muestra y agua
destilada hasta 1 mL. La reaccion se realizo a 30°C durante 1 min yla oxidacion del ABTS
se siguio por el incremento en la absorbancia a 420nm.

Se utilizo lacasa (Sigma 51639) comercial como control positivo y peroxidasa de rdbano

(Sigma P8375) como control negativo.
6.8. Determinacion de actividad proteolitica

Debido a que no se conoce el tipo de proteasas producidas por R. oryzae ENHE se
realizaron 3 procedimientos para determinar si estas proteasas son de tipo &cido, neutro o
basico. Para el caso de las proteasas acidas se utiliz6 como sustrato a la hemoglobina, ya
que tiene su maxima solubilidad a pH 3.5. Para proteasas neutras y alcalinas se utilizé la
caseina, debido a que su solubilidad es limitada a valores de pH por debajo de 6(Park et al.,
2007).

6.8.1. Actividad proteasas acidas

La actividad de las proteasas acidas se realizé de acuerdo a los métodos descritos por
Anson (1938) y Asakuraet al., (1997), utilizandose hemoglobina al 2% (p/v) disuelta en
amortiguador universal 25 mM a pH 3.5.

A 1 mL de hemoglobina se le adicionaron 0.25 mL de extracto enzimatico. La reaccion se
incubé a 37°C durante 20 min y posteriormente se detuvo con 0.25 mL de é&cido

tricloroacético al 10% (p/v). La mezcla resultante se incubd a 4°C durante 15 min y se
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centrifugd a 14,000 rpm durante 15 min mas para descartar los precipitados formados y

hacer una la lectura correcta de la absorbancia del sobrenadante a 280 nm.

6.8.2. Actividad proteasas neutras y alcalinas

La reaccion se llevd a cabo mediante la técnica de Kunitz(1946) reportada por Yamaguchi
et al., (1983), en la cual se utilizaron 1 mL de caseina al 1% disuelta en amortiguador de
fosfatos 50 mM, pH 7, para proteasas neutras y amortiguador de glicina 0.1 M pH 9, para
proteasas alcalinas. La reaccidén se inicidal adicionar al sustrato 250 pL de extracto
enzimatico,y se incubo durante 10 min a 37°C. La reaccion se detuvo con 200 pL de acido
tricloroacético al 50% para posteriormente centrifugarse durante 10 min a 10,000 rpm. Al
sobrenadante obtenido se leyé la absorbancia a 280 nm.

La actividad proteasas(U mL™) se determind de acuerdo a la formula establecida por
Yamaguchi et al. (1983):

u A * dil
mL  0.001l*xt=xv
Donde:
A = Absorbancia medida a 280nm
dil = dilucion

t = tiempo en min

v = volumen del extracto enzimatico (mL)

6.9. Determinacion de actividad peroxidasa

6.9.1. Actividad Lignina Peroxidasa (LiP)
La actividad LiP se evaluo por espectrofotometria UV a 310 nm (Tien y Kirk. 1988),
mediante la deteccion del veratraldehido(™310 = 9300 M™cm™)producido durante la
oxidacion del alcohol vertatrilico. La mezcla de reaccién contenia 400 pL de amortiguador

de tartrato de sodio 125mM pH 3.0, 200 pL de alcohol veratrilico 10mM, 200uL de
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perdxido de hidrégeno al 2mM y 200uL de extracto enzimatico.La reaccion se incubd a

30°C y se siguio6 durante 3 min midiendo los cambios de absorbancia

6.9.2. Actividad Manganeso Peroxidasa (MnP)

Se cuantificd la actividad enzimatica de MnP a 610 nm ("™610 = 4460 M™ cm™)usando la
metodologia descrita por Kuwaharaet al. (1987). La mezcla de reaccion contenia 500 pL
de extracto enzimatico, rojo de fenol al 0.01% (p/v), lactato de sodio 25 mM, albimina
bovina 0.1% (p/v), sulfato de magnesio 100 uM y 100uM de peroxido de hidrégeno
preparado en amortiguadorde succinato de sodio 20 mM pH 4.5.

La reaccion se mantuvo en incubacién a 30°C durante 5 min y se detuvo con la adicion de
40 pL de NaOH 2N.

Para determinar la actividad enzimatica volumétrica de lignina y manganeso peroxidasa se

utilizé la siguiente ecuacion:

U |4

mL ~ v*ex*dxAAmin~1

Donde:

V = Volumen total de reaccion (mL)
v = volumen extracto enzimatico (mL)
e = coeficiente de extincion (M cm™)
d = didmetro de la cubeta (cm)

AAmin™ = Cambio de la absorbancia por min

6.10. Determinacion de proteina soluble

A los extractos extracelulares se les cuantificO la proteina soluble por medio del

microensayo de Bradford (1976).

La curva de calibracién se realizo con diferentes concentraciones de seroalbimina bovina,

partiendo de una solucién stock de 100 pg mL™. Las concentraciones utilizadas para la
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curva fueron desde 2.5 ug mL™ hasta 20 ug mL™.A cada dilucién se le adicionaron 200 pL
del reactivo Bradford (Bio-Rad 500-0006), se homogenizd con vortex y se dejaron reposar
durante 5 min, posteriormente se leyo la absorbancia en un espectrofotometro a 595

nm.Cada dilucion se realizo por triplicado.

Para la determinacion de proteina soluble en los extractos enzimaticos, se tomaron 800 pL
de extracto extracelular. Mientras que para el extracto intracelular se tomaron 2uL y se
diluyeron en 798 pL de agua desionizada. La misma dilucidn se realizd para los extractos
concentrados que se utilizaron en la zimografia (ver méas adelante). En ambos casos se

coloco 200 uL del reactivo de Bradford para llevar a cabo la reaccion.

6.11. Induccion de las actividades enzimaticas

De acuerdo a los antecedentes previamente presentados, las peroxidasas y fenoloxidasas
son las enzimas que podrian participar en la degradacion de xenobi6ticos, por lo que es de
importancia probar el efecto de elementos reportados como inductores de las actividades

enzimaticas cuantificadas.

Como se sefiala en la parte de resultados, se cuantific la actividad de LiP en el medio
extracelular donde se creci6 a R. oryzae ENHE, por lo cual se prob6 la induccion de esta
enzima utilizando alcohol veratrilico (Kirk y Farrell. 1987) en una concentracién de 1g L™,
al momento de colocar el indculo segin lo reportado por Ledn-Santiesteban et al.(2008).
Estos mismos autores observaron un incremento en la actividad tirosinasa al adicionar al
medio MN,0.1 g L™tirosina, por lo que se decidié agregar este reactivo al sistema en

estudio, a pesar de no haber cuantificado dicha actividad.

6.12. Zimogramas

Una vez que se determinaron las actividades enzimaticas presentes en el sistema de trabajo
(R. oryzae ENHE en medio Lee) mediante pruebas espectrofotométricas, se procedio a

caracterizar dichas enzimas mediante zimogramas.
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Los zimogramas permiten la deteccion de isoenzimas por medio de sus actividades
enziméaticas sobre geles de electroforesis (SDS-PAGE) que contienen el sustrato
copolimerizado o disuelto en el amortiguador especifico para la actividad enzimética

deseada.

6.12.1. Extraccion de proteina extracelular

Se tomo el contenido total de cada matraz como muestra,a las 48h del cultivo de R. oryzae
ENHE. En este caso, con la finalidad de obtener la mayor concentracion de proteina
posible, las muestras provienen de 6 matraces con 50 mL de medio Lee cada uno;
inmediatamente después de tomadas las muestras se adicionaron 60 pL de cocktail
inhibidor de proteasas(Sigma P9599)(sin embargo para la determinacion de proteasas no
fue necesario agregarlo) por cada 50 mL de medio y las muestras se mantuvieron en hielo
durante todo el proceso.Las muestras se filtraron con nytal estéril para separar la biomasa
del medio extracelular. La biomasa se reservé para la extraccion de proteina intracelular.
Una vez obtenido el medio extracelular libre de biomasa se transfirio a traves de una
membrana de ultrafiltracion (Millipore P60085), con la finalidad de concentrar la muestra
hasta aproximadamente 15 mL para posteriormente someterla a otra ultrafiltracion en tubos
Amicon de 15 mL (Millipore, UFC901024), para reducir los 15 mL a 1 mL
aproximadamente.EI concentrado de proteina se utilizdé de inmediato (de preferencia) o se
almaceno de 0 a 4°C por no mas de tres dias, ya que la actividad enzimatica se pierde con

el tiempo.

6.12.2. Extraccidn de proteina intracelular

Una vez filtrado el medio Lee y recolectado la biomasa en nytal estérilse procedio a secarla
al maximo con papel filtro y posteriormente se coloco en un mortero estéril y enfriado
previamente a -70°C. El micelio se macerd hasta obtener una pasta totalmente uniforme
(todo el procedimiento se realizd en hielo). Se cuantificd el peso de la biomasa obtenida, y
se consider6 que por cada 0.01 g de biomasaobtenida se deberia de colocar 1mL de

regulador de solubilizacion y 20 uL de cocktail inhibidor de proteasas (en caso de ser
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necesario). La solucién se mezclo de manera constante por 1 h, procurando mantenerla a
4°C. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 10,000 rpm por 15 min y el
sobrenadantesefiltro a través de membranas de nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0.22
pum. Por ultimo, se ultrafiltro el sobrenadante empleando tubos Amiconde 0.5 mLy de 10
kDa de tamafio de corte (Millipore, UFC501024) en una centrifuga Eppendorf 5417R a
13,000 rpm por 3 min.

6.12.3. Zimogramas

Para los zimogramas se siguio la metodologia descrita por Laemmli (1970) para geles
SDS-PAGE pero bajo condiciones no reductoras (no se usé— DTT o 2-mercaptoetanol ni
tampoco se calentd). Se utilizé un gel de apilamiento de 4% y un gel de separacién del 12%
de acrilamida (Bio-Rad 161-0158).Las muestras se mezclaron con el regulador de carga
(v/v) y se inyectd en cada pozo 25 pL.El gel se corrié a 4°C a 90 V por 3h.Después de la
electroforesis, el gel se lavé con agua desionizada y posteriormente se incub6 en triton X-
100 a temperatura ambiente con agitacion constante durante 2h. Una vez concluido dicho
paso, se lavo nuevamente el gel para eliminar el triton X-100 y se colocé en el regulador
idéneo para la actividad enzimética deseada por 2 h a 4°C. Pasado este tiempo, se incubd a
la temperatura 6ptima para la actividad enzimatica deseada con agitacion constante.

Uno de los pozos del gel de acrilamida se utilizd para colocar 4 pL de marcador de peso
molecular (Bio-Rad 161-0373).

6.12.3.1. Zimogramas para proteasas

Los zimogramas para proteasas se realizaron a pH 3, 7 y 9 con la finalidad de determinar
proteasas cidas, neutras y alcalinas, respectivamente. Como sustrato se utiliz caseina al
0.1% (p/v) copolimerizada en el gel de acrilamida (el sustrato se disolvid en la acrilamida

después de ser sonicada).

Para el pH é&cido se utiliz6 amortiguador de Glicina-HCl 0.04M, para el neutro

amortiguador de fosfatos 0.05M y para el basico Glicina-NaOH 0.1M. En todos los casos,la
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incubacion se realizé a 37°C con agitacion constante durante una noche.Posteriormente,
los geles se tifieron con azul de Comassie G-250 al 0.1% (se prepard segln lo reportado por
Candianoet al. 2004) durante 2 h y por altimo se destifieron con agua desionizada.Las
actividades enzimaticas de las proteasas se observaron como halos translucidos sobre un

fondo azul.

6.12.3.2.  Zimogramas para actividad LiP

Para el caso de la actividad enzimética LiP se utilizocomo sustrato alazul de anilina a una
concentracion de 0.01%copolimerizado en el gel de acrilamida. La incubacion se realiz6 a
30°C en regulador de tartrato de sodio 125 mMpH 3 y 2 mM de H,0,. La actividad se
observo cada 5 min por 1h. La actividad enzimética de LiP se observd como un halo
translucido sobre y fondo azul. En el momento en que se observo el halo, el gel fue
procesado en el fotodocumentador. . Como control positivo se utilizé peroxidasa de rabano

comercial.

6.12.3.3. Zimogramas para fenoloxidasas

Como se menciono en los antecedentes, Leon-Santiesteban en el 2008, cuantificd actividad
tirosinasa en R. oryzae ENHE en medio MN, sin embargo bajo las condiciones en las que
se trabajo el presente proyecto no se cuantifico, por lo que, se buscé mediante zimografia

indicios de actividad enzimatica monofenolasa y/o difenolasa.

6.12.3.3.1. Zimogramas para actividad monofenolasa

En este caso, el sustrato se adiciond al amortiuguador en el cual se incubd el gel de
acrilamida. El amortiguador utilizado fue de fosfatos 50mM pH 7 con 5 mM de MBTH y
100 mM de L-tirosina; la incubacién se realizd a 30°C durante 12 horas en agitacion
constante, posteriormente se lavaron con agua desionizada para eliminar tanto el sustrato

como el amortiguador y se conservaron en agua desionizada con 10mM de azida de
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sodio.La actividad se observa en forma de bandas rosas. Como control positivo se utilizo

tirosinasa comercial.
6.12.3.3.2. Zimogramas para actividad difenolasa

Se incubaron los SDS-PAGE en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 con 0.1% de L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) a 30°C durante 12 horas y en agitacion
constanteposteriormente se lavaron con agua desionizada para eliminar tanto el sustrato
como el amortiguador y se conservaron en agua desionizada con 10mM de azida de
sodio.La actividad se observa como bandas negras en un fondo oscuro. Como control

positivo se utilizo tirosinasa comercial.
6.13. Disefio experimental y tratamiento estadistico

R. oryzae ENHE fue crecido en 50 mL de medio Lee regulado con amortiguador de citratos
0.1M pH 5.8 con una concentracion inicial de esporas de 1x10°mL™, con una temperatura
de 30°C y 150 rpm. Se tomaron muestras de los extractos enzimaticos extracelulares a las
24, 36, 48, 72 y 96h de incubacidn para determinar las actividades enzimaticas (variable de
respuesta) presentes bajo dichas condiciones. Las metodologias se realizaron mediante un
disefio experimental completamente al azar contemplando como factores de estudio el
medio Lee y el medio Lee con alcohol veratrilico y tirosina como inductores de las

actividades LiP y tirosinasa respectivamente.

Las variables de respuesta fueron las actividades enziméticas correspondientes y se
analizaron usando el programa SPSS 19. El disefio presenta un tamarfio de muestra (N) igual
a 3 y se realiz6 tomando en consideracion una significancia del 95%. Los parametros

estadisticos correspondientes a cada andlisis se muestran en el anexo 2.
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7. RESULTADOS

En este apartado se plantearan los resultados obtenidos de las pruebas anteriormente
citadas, mediante la presentacion de los mismos a través de gréaficas y las imagenes de los

zimogramas realizados.

7.1 Crecimiento de R. oryzae ENHE

El crecimiento del Zygomycete en el medio Lee fue monitoreado mediante la
cuantificacion de su biomasa por peso seco. Ademas, se tomd la lectura del pH del medio

durante el transcurso de la fermentacion.

La biomasa en base seca tomada del sistema con alcohol veratrilico, no tuvo diferencia
significativa con respecto al medio sin ningin tipo de inductor. Sin embargo, los datos
referentes a la biomasa obtenida del medio con tirosina, no fueron reportados debido a
presentar cristales precipitados, los cuales no permitian una cuantificacion precisa de la

misma.

En la gréafica 1 se observa el crecimiento de R. oryzae ENHE determinado como biomasa
seca Yy la disminucién del pH en el medio de cultivo.
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Gréfica 1. Crecimiento de R. oryzae ENHE en cuantoa su biomasa seca obtenida de medio

Lee sin inductores(m); pH del medio extracelular sin inductores (A ).

Bajo las condiciones en estudio,R. oryzae ENHE tiene un maximo crecimiento de 1.63 *
0.03 mg biomasa seca mL™, calculado mediante la ecuacion de Gompertz; el pH del medio
extracelular tuvo una disminucion significativa (p<0.005) del tiempo cero a las 24 h (0.69
unidades) y de las 24 h a las 36 h (0.21 unidades).

7.2. Actividades enzimaticas

Bajo las condiciones de crecimiento de R. oryzae ENHE anteriormente planteadas
unicamente se lograron cuantificar las siguientes actividades enzimaticas:
A nivel extracelular: proteasas acidas, neutras y alcalinas y LiP.

A nivel intracelular: proteasas acidas, neutras y alcalinas.
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La actividad tirosinasa no pudo ser cuantificada a nivel intra ni extracelular, incluso

agregando 0.1 g L tirosina al medio de cultivo.

7.3. Actividades enzimaticas extracelulares

7.3.1. Actividad enzimética de proteasas

La cuantificacion de proteasas en el medio extracelular de R. oryzae ENHE se realizé
empleando las siguientes metodologias:

Proteasas acidas: Anson(1938) y Asakuraet al. (1997).

Proteasas neutras y alcalinas: técnica de Kunitz (1946) reportada por Yamaguchi et al.,
(1983).

La grafica 2 muestra las actividades enzimaticas correspondientes a proteasas acidas,

neutras y alcalinas.
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Gréfica 2. Actividades enzimaticas proteasas acidas, neutras y alcalinas a nivel extracelular
en R. oryzae ENHE
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La actividad cuantificada para proteasas acidas a las 24 h fue la mas alta registrada (695.81
+ 134.17 U mg™ proteina), sin embargo decae por lo menos en un 40% con forme pasa el
tiempo. Por otro lado, la actividad para proteasas neutras se mantiene hasta las 48 h, para
posteriormente disminuir en promedio un 35%. Las proteasas alcalinas presentan su
méxima actividad a las 24 y 48 h (587.78 + 48.59 U mg™ proteina y 663.07 + 34.72 U mg™
proteina, respectivamente), posteriormente la actividad disminuye en un 30% en promedio.
En general las actividades enziméticas correspondientes para proteasas extracelulares en el
sistema bajo el cual se crecid R. oryzae ENHE, muestran una disminucién significativa
(p<0.005) a partir de las 72 h, excepto para las proteasas acidas, las cuales sufren esa

disminucion desde las 36h.
7.3.2. Actividad enzimatica para LiP

La actividad LiP en R. oryzae ENHE bajo las condiciones de trabajo anteriormente
sefialadas se determind utilizando la metodologia sefialada porTien y Kirk. (1988).
En la gréfica 3 se observan las actividades de LiP obtenidas con y sin alcohol veratrilico a

nivel extracelular.
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Gréfica 3. Actividad LiP a nivel extracelular en R. oryzae ENHE crecido con y sin alcohol
veratrilico en el medio Lee
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La mayor actividad LiP se presenta a las 24 h con y sin alcohol veratrilico, asi como a las
36h con alcohol veratrilico. En el medio sin alcohol veratrilico, la actividad es indetectable
a partir de las 72 h, sin embargo con dicho compuesto, la actividad enziméatica permanece

durante toda la cinética, pero, se nota un decaimiento de la misma en aproximadamente un

75%.
7.4. Actividades enzimaéticas intracelulares

A nivel intracelular solamente se logré cuantificar actividad enzimatica de proteasas acidas,

neutras y alcalinas en R. oryzae ENHE mediante la metodologia anteriormente descrita. La

grafica 4 presenta los resultados de dicha prueba.
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Gréfica 4. Actividades enzimaticas proteasas acidas, neutras y alcalinas a nivel intracelular
en R. oryzae ENHE

Las proteasa acida representan la mayor actividad proteasa a nivel intracelular en R. oryzae
ENHE, bajo el sistema en el que fue crecido; esta actividad es de por lo menos un 60%
mayor a la registrada para proteasas neutras y al menos un 72% mas de lo cuantificado para
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proteasas alcalinas. La actividad proteasa acida presenta su mayor actividad desde las 24
hasta las 48h, posteriormente ésta baja de manera significativa (p<0.005) hasta en un 68%.
Las proteasas neutras presentan su mayor actividad a las 72 h (65.81 + 3.36 U mg™
proteina) y las alcalinas de las 24 a las 48 h.Tanto a nivel intra como extracelular la
mayoria de las proteasas cuantificadas sufren un decaimiento significativo (p<0.005) de su
actividad a partir de las 72 h.En el medio intracelular, la actividad proteasa acida predomina
por sobre las demas, a comparacion de las presentes en el medio extracelular, en donde las
neutras y alcalinasson significativamente(p<0.005) mayores a las &cidas, en los tiempos 36
y 48 h.

7.5. Zimogramas

Mediante zimogramas se observoé la actividad de cada una de las enzimas a las que se les
cuantificd su actividad enzimatica, ademas de visualizar sus isoenzimas y sus respectivos
pesos moleculares.

Las concentraciones de proteina que se cargaron para cada prueba fue de aproximadamente
0.01 mg de proteina mL™ para extracelulares y de 6 mg mL™ para intracelulares. El calculo
de los pesos moleculares para cada uno de los zimogramas se realizd mediante el programa
ImageLab 3.0.

7.5.1. Zimograma para proteasas

En las figuras 12 y 13 se observan los zimogramas para las proteasas extra e intracelulares,

respectivamente.
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ACIDAS NEUTRAS ALCALINAS

81kDa

Figura 12 Zimogramas de proteasas extracelulares en R. oryzae ENHE

Los halos de hidrdlisis observados en los zimogramas correspondientes a las proteasas
extracelulares presentan una baja intensidad, debido a la poca concentracion de proteina
que se logro obtener, por lo que es probable que existan otras isoenzimas que no pudieron
ser observadas. Para las proteasas acidas se observan 3 isoenzimas (60.7, 44.2 y 35.4 kDa),
para las neutras 2 (92.6 y 34.3 kDa) y para las basica solo una (81 kDa).
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ACIDAS NEUTRAS ALCALINAS

Fig. 13 Zimogramas de proteasas intracelulares en R. oryzae ENHE

A pesar de la alta concentracion de proteina cargada para los zimogramas de proteasas
intracelulares, no se descarta la posibilidad de no poder observar isoenzimas que se
encuentren en poca concentracion. Dos isoenzimas fueron las encontradas para las
proteasas acidas (27.5 y 91.1 kDa); cinco para las neutras (27.3, 33.2, 40.4, 80.6 y 92.2
kDa) y cuatro para las alcalinas (25, 33.6, 38.8 y 83.6 kDa).

En los zimogramas presentados se puede observar que existe una mayor diversidad de
isoenzimas a nivel intracelular que extracelular, ademas algunas de las isoenzimas &cidas,
neutras y alcalinas presentan pesos moleculares muy semejantes, sobre todo alrededor de
los 25, 30 y 80 kDa.
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7.5.2. Zimograma para fenoloxidasas

En el presente trabajo no se lograron cuantificar actividades fenoloxidasas, por las
metodologias espectrofotométricas de Mazzocco y Pefferri (1976) y Niku-Paavolaet al.
(1990), para monofenolasa y lacasa, respectivamente. Los resultados obtenidos en esta
investigacion difieren de lo reportado por Ledn-Santiesteban et al. (2008) en cuanto a la
actividad tirosinasa.Con la finalidad de corroborar la presencia de fenoloxidasas en el
medio extra e intracelular, se realizaron dos metodologias zimograficas (MBTH y
tirosina; L-DOPA).

CONCENTRADO INTRACELULAR
203 kDa

Figura 14 Zimograma realizado con L-DOPA como sustrato
Los zimogramas que contenian MBTH vy tirosina resultaron negativos tanto para los

extractos extracelulares como los intracelulares, en cambio, estos ultimos incubados con L-
DOPA presentaron una Unica banda a 203.6 kDa (figura 14).
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7.5.3. Zimograma para LiP

En el zimograma correspondiente a LiP no se logro detectar las bandas, probablemente
debido a la baja concentracidn de proteina extracelular que se obtuvo.

Debido a lo anterior se llevo a cabo la metodologia descrita por Kashinathet al.,(2012), que
consiste en seguir la decoloracion que lleva a cabo la LiP en ciertos colorantes reportados
(en este caso azul de anilina o también llamado azul algodén), con la finalidad de confirmar
esta actividad enzimatica. En la grafica 5 se observan los espectros de absorcion
correspondientes a la decoloracion de azul de anilina (méxima absorcion 600nm) a traves
del tiempo agregando los concentrados de extractos extracelulares que se ocuparon para

realizar los zimogramas.
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Gréfica 5. Decoloracion de azul de anilina a traves del tiempo por parte de la LiP presente
en los extractos extracelulares.
Para cuantificar el porcentaje de decoloracion se utilizo la siguiente ecuacion:
40



RESULTADOS

Ai — Af

X1
Ai 00

%Decoloracién =

Donde:
Ai = absorbancia inicial

Af = absorbancia final

Por lo cual, el maximo porcentaje de decoloracion que tiene la LiP presente en R. oryzae
ENHE fue del 12%.
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8. DISCUSION

R. oryzae ENHE fue crecido en medio minimo Lee regulado con amortiguador de citratos y
bajo estas condiciones de trabajo, dicho Zygomycete presenté el maximo crecimiento a las
24h y fue en promedio de, 1.63 + 0.03 mg biomasa seca mL™. EI mismo fenémeno fue
observado por Leon-Santiesteban et al. (2008), pero creciendo la cepa en medio MN, sin
embargo, su crecimiento en este Ultimo fue de hasta 2 veces més es decir 3 mg biomasa
seca mL™, esto debido a la composicién del medio MN. Sin embargo, su crecimiento en
este Ultimo fue de hasta 2 veces mayor, es decir 3 mg biomasa seca mL™, esto debido
principalmente a la composicion del medio MN que es un medio complejo, ademas de lo
reportado para el medio Lee, el medio MN contiene el doble de glucosa, extracto de malta y

extracto de levadura.

Como se observa el grafico 1, el pH del medio extracelular desciende de manera
significativa (p<0.005)de las 0 a las24 h y de las 24 a las 36 h de incubacion de R. oryzae
ENHE, lo cual nos indica la posible sintesis y secrecion de acidos organico como lactico,
fumarico y malico, principalmente (Ghosh y Rani, 2011), los cuales son metabolitos

propios del género Rhizopus.

En R. oryzae ENHE se encontrd actividad proteasa acida, neutra y béasica; contrario a lo
reportado por Pérez de los Santos. (2009) en el Zygomycete A. rouxii, en el cual solo se

cuantificaron proteasa &cida, casi en su totalidad.

Dentro del género Rhizopus se han cuantificado y purificado diferentes clases de proteasas
principalmente con la finalidad de ser aplicadas en la industria quimica de los detergentes o
la alimentaria (Kumar y Takagi. 1999; Oberoiet al., 2001), como es el caso de la proteasa
acida, aspartato proteasa (Farley y Sullivan. 1998) y diversas proteasas alcalinas (Banerjee
y Bhattacharyya. 1992). En el caso especifico deA. rouxii, Marcial. (2011) identificd una
aspartato proteasa (rhizopuspepsina-2) que interviene de manera negativa en la actividad
tirosinasa, la cual contribuye en la remocién de PCF bajo el sistema en el cual es crecido

dicho hongo filamentoso (Montiel. 2005).La actividad proteasa encontrada en los cultivos
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de R. oryzae ENHE hace pensar en un fendmeno analogo al descrito en A. rouxii (Marcial,
2011), es decir probablemente las proteasas afectan de manera negativa la actividad de las
otras enzimas en estudio, peroxidasa y fenoloxidasas, que pudieran intervenir en la
degradacion de PCF lo cual ha sido observado por Leodn-Santiesteban (resultado no

publicados).

Existen proteasa especificas que se encargan de la regulacion de otras enzimas a nivel
celular. Diferentes trabajos se han publicado en torno a las proteasas de hongos, en cuanto a
sus isoenzimas Yy la sensibilidad que demuestran frente a inhibidores, con la finalidad de
estudiar su efecto sobre diferentes enzimas de interés, como ejemplo, la actividad
citocromo oxidasa en Neurosporacrassa (Kula yPadmanaban. 1981) y celulasas en
Trichodermareesei(Haabet al., 1990). Enfocandonos en R. oryzae ENHE, el estudio de las
isoformas de proteasas presentes en él seria de utilidad para futuros trabajos referentes a su

interaccion con otras enzimas de interés biotecnolégico.

Los zimogramas son una herramienta de gran utilidad para conocer los pesos moleculares
de las diferentes isoformas de las enzimas; en este caso se analizaron las de proteasas tanto

intra como extracelular.

Como se menciond con anterioridad, las proteasas son enzimas que dentro de la célula
juegan un papel de regulacion de los niveles proteicos, ademas de ser un arma contra
agentes externos que puedan ser perjudiciales para la misma, por lo que la mayor
diversidad de proteasas a nivel intracelular era de esperarse, dada la mayor concentracion
de proteina y actividad metabolica a nivel intracelular. En el caso especifico de los hongos,
las proteasas que secreta le son de gran utilidad para degradar la materia organica en
descomposicion de la cual se nutre y como factores de virulencia (Sikura y Bevzenko.
1974) para los patogenos, como lo es R. oryzae.

En el zimograma donde se observa la actividad de proteasas acidas a nivel intracelular, se
aprecia una banda muy intensa a 27kDa, por lo cual es probable que se trate de aspartato

proteasas, las cuales se caracterizan por tener pesos moleculares entre 30 y 45 kDa y ser
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activas a pH acido (Labarére y Barnet. 1978), asi como representar hasta el 90% del total de

proteasas intracelulares, las cuales se encuentran en las vacuolas (Wlemkenet al., 1979).

Los halos en los zimogramas para proteasas neutras y alcalinas, indican la posible presencia
de cistein y serin proteasas, respectivamente, dado el pH de trabajo y los pesos moleculares
entre 35 y 45kDa que presentan (North. 1982).Los zimogramas de proteasas a nivel intra 'y
extracelular presentan halos con pesos moleculares muy similares, lo cual indica que
probablemente sean las mismas enzimas. Diversos trabajos han observado que ciertas
proteasas pueden permanecer a nivel intracelular y a la vez liberarse al medio extracelular
(Arnoys y Wang. 2007).

En el presente trabajo se determind la actividad lignina y manganeso peroxidasa por las
metodologias de Tien y Kirk. (1988) y Kuwaharaet al.(1987), respectivamente sin embargo
bajo las condiciones en las que se llevo a cabo la cinética, no se logré cuantificar actividad
MnP, pero si LiP.Se corrobordde esta manera lo obtenido por Ledn-Santiesteban et al.

(2008), sobre la presencia de actividad lignina peroxidasa en R. oryzae ENHE.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la LiP no es inducida por el alcohol
veratrilico, como ha sido reportado para Morchellacrassipes (Kanwall y Reddy, 2011) o
P.chrysosporium(Leisolaet al., 1984), pero se ve afectada de manera positiva por la
presencia de dicho compuesto, al mantener por mas tiempo la actividad enzimatica, ya que
en los experimentos donde no se coloco el alcohol veratrilico en el medio no se pudo
cuantificar la actividad hasta el final de la cinética. Hay estudios que reportan que el
alcohol veratrilico es uno de los metabolitos secundarios presentes en la degradacion de
lignina en P.chysosporium(Kirk y Farrell. 1987) y ha sido reportado que estimula la
degradacion de dicho polimero (Leisolaet al., 1984; Ulmeret al., 1984) no precisamente por
inducir la actividad de dicha enzima, si no que la mantiene reducida de la oxidacion que
provoca el H,0,, de tal manera que no alcanza el estado superior de oxidacion, el cual es su
forma inactiva (Cancel et al., 1993). También seria interesante saber si el PCF puede
inducir esta actividad en R. oryaze ENHE. También se ha comprobado que el alcohol

veratrilico no favorece la sintesis de novo de la LiP (Tonon y Odier, 1988).
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Los zimogramas correspondientes a LiP no se obtuvieron probablemente debido a no haber
podido concentrar suficiente cantidad de esta enzima, por lo que se realiz6 la técnica
descrita por Kashinathet al. (2012) con la finalidad de corroborar la actividad LiP mediante
decoloracion de azul de anilina, la cual ha sido reportada por este mismo autor como uno de
los colorantes que LiP puede decolorar hasta en un 60%.El alto potencial redox que
presenta la LiP, le permite reaccionar con una amplia gama de compuestos fenolicos y no
fendlicos. Los radicales que se forman como consecuencia de la reaccion que lleva a cabo
la actividad LiP, eliminan los cromdforos que estan presentes en los colorantes. Sin
embargo, entre mayor sea la complejidad de la estructura del colorante menor sera la
eficiencia de decoloracidn que se lleva a cabo por la LiP.En el caso de la LiP presente en R.
oryzae ENHE, presentd un porcentaje de decoloracion del 12%, valor por debajo de lo
establecido para esta enzima en otros organismos, posiblemente debido a que estos trabajos
previos (Dawkaret al., 2009; Kalyaniet al., 2010) sometieron al extracto enzimatico a una
solucién amortiguadora con un pH cercano a la neutralidad dado que la enzima es bastante
sensible ante variaciones de pH (sobre todo a pHs éacidos), temperatura y concentraciones
de H,O,. También se debe considerar que en el presente trabajo se utilizé un pH 3 y una
temperatura de 30°C, condiciones que son las ideales en la mayoria de las LiP, sin embargo
hay excepciones como para P. chrysosporium, el cual no presenta su maxima actividad a
pHSs cercanos a 3 y en cuanto a la temperatura, la LiP de Kocuria rosea (por ejemplo) tiene
su maxima actividad a los 50°C (Kashinathet al. 2012). Otro aspecto a considerar es la
mayor actividad proteasa con respecto a la cuantificada para LiP, la cual es de por lo menos
650 unidades.

La actividad peroxidasa se ha cuantificado en diferentes basidiomicetes degradadores de
compuesto xenobioéticos como P.chrysosporium (Higson. 1991), P.sordida(Ruttimann-
Johnson et al., 1994). Sin embargo su cuantificacion y caracterizacion en zygomycetes es

inexistente.

Se ha comprobado que R. oryzae ENHE tiene la capacidad de degradar PCF tanto intra

como extracelularmente (Ledn-Santiesteban, no publicado) y considerando la participacion
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de LiP en degradacion de diferentes compuestos xenobidticos, no se descarta la posibilidad

de que dicha enzima sea una de las involucradas en este metabolismo de degradacion.

Al comparar el tamafio de banda obtenida en el zimograma para fenoloxidasa conteniendo
como sustrato L-DOPA con la de otros organismos se observan tamafios de entre 163 a 203

kDa, cabe destacar que ninguna de estas pertenece a un hongo.

La tirosinasa tiene la capacidad de actuar sobre diversos compuestos aromatico, como el
fenol, L-DOPA y la tirosina (este es el Unico sustrato especifico de dicha actividad), sin
embargo, otras enzimas fenoloxidasas también actian sobre la L-DOPA, por lo que la
banda observada en el zimograma trabajado con este sustratoy el extracto intracelular, no
asegura la presencia de tirosinasa bajo las condiciones en las que se crecid R. oryzae
ENHE. Pero se debe considerar también que bajo otras condiciones, como las trabajadas
por Ledn-Santiesteban et al. (2008) se logré cuantificar; probablemente por la mayor

concentracion de nutrientes presentes en el medio MN.
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CONCLUSIONES

Las actividades enzimaticas cuantificadas en R. oryzae ENHE en las condiciones de
estudio mencionadas con anterioridad son: Proteasas acidas, neutras y alcalinas,
ademas de LiP, a nivel extracelular; proteasas acidas, neutras y alcalinas a nivel
intracelular.

La méxima actividad de LiP (sin estar presente el alcohol veratrilico en el medio) se
presento a las 24 h; después de las 48 h, ésta es incuantificable. Sin embargo al estar
el alcohol veratrilico presente en el medio de cultivo, la actividad enzimética
perdura durante toda la cinética. Este compuesto no resultd ser un inductor para esta
enzima.

Existe una mayor diversidad de proteasas a nivel intracelular que extracelular,
cuantificAndose hasta 5 isoenzimas en las proteasas de tipo neutras.

Se puede pensar en la presencia de aspartato, serin y cistein proteasas, tanto a nivel
intra como extracelular, debido al pH en estudio y los pesos moleculares que
presentan.

No se puede asegurar la presencia de una tirosinasa bajo las condiciones en estudio,
debido a los resultados negativos espectrofotométricos y zimograficos con tirosina y
MBTH tanto a nivel extra como intracelular, sin embargo, a nivel intracelular se
detectd actividad fenoloxidasa mediante una prueba zimografica con L-DOPA

como sustrato.

10. PERSPECTIVAS

Con la finalidad de tener mayor informacion con respecto a la diversidad de enzimas

presentes en R. oryzae ENHE se sugiere la realizacion de analisis protedmicos tanto del

medio extracelular como intracelular, ya que es una herramienta con mayor sensibilidad,

de tal manera que se puedan detectar proteinas que incluso no se han considerado

detectarlas mediante técnicas espectrofotométricas.
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También seria oportuno trabajar sobre las proteasas presentes en el hongo de tal manera que
se detecte aquella o aquellas involucradas en la regulacién de las enzimas involucradas en
la remocion del PCF, mediante inhibidores de proteasas especificos.

Otro aspecto a considerar es purificar la LiP y probarla en sistemas contaminados con

xenobidticos o colorantes.
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ANEXO

ANEXO 1 MATERIAL Y EQUIPO UTILIZADO

Anexo 1.1.MEDIOS DE CULTIVO, AMORTIGUADORES Y REACTIVOS

e Medio mineral Lee (pH 5.8)
Composicion por litro
59 Glucosa, 5g KH2PO4, 4g MgSO4, 2.5g (NH4)SO4, 10g NaCl. El medio se prepard con
500 mL de amortiguador de citratos al 0.1M pH 5.8 y posteriormente se afor6 con agua
destilada 1L.

e Solucion de azocaseina 1% (p/v)

Se prepar6 en amortiguador de citratos

e Solucion de hemoglobina 2% (p/v)

Se prepar6 en amortiguador universal 25 mM pH 3.5, calentandose a 60°C por 20 min.

e Amortiguador universal 25mM pH 3.5
79 de C,H,0O3; monohidratado con 50.5mL de HCI al 0.1N y aforar a 100mL con agua

destilada

e Rojo de Fenol
Pesar 0.01g de rojo de fenol en 100mL de agua destilada previamente ajustada a pH 7 con

NaOH. Almacenar a 4°C; si cambia de color o precipita desechar.

e Lactato de sodio 25 mM

Almacenar a 4°C en frasco ambar. No ajustar pH.

e Amortiguador de solubilizacion
50 mM de Tris-HCI pH 6.8 y 50 mM NacCl

e Amortiguador de carga
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3.55 mL de agua desionizada; 1.25 mL 0.5M Tris-HCI, pH 6.8; 2.5 mL glicerol; 2 mL 10%
(p/v) SDS; 0.2 mL 0.5% (p/v) azul de bromofenol.

Anexo 1.2.ESPECIFICACIONES DEL EQUIPO UTILIZADO

Centrifuga eppendorf 5417R
Espectrofotdmetro UV-1800
Gel Doc EZ Imager. Bio-Rad

Equipo de electroforesis: Bio-Rad Mini-ProteanPrecastGels

ANEXO 2 ANALISIS ESTADISTICO

Anexo 2.1. ANALISIS ESTADISTICO. CUANTIFICACION DE BIOMASA EN BASE

SECA DE R. oryzae ENHE.

Descriptivos

Biomasa
Intervalo de confianza para la
Desviacion |  Error media al 95%

N Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maéaximo
24 horas 3| 1.406000 .0571664 | .0330051 1.263991 1.548009 1.3420 1.4520
36 horas 3| 1.542000 .1204658 | .0695509 1.242746 1.841254 1.4100 1.6460
48 horas 3] 1.682000 1977574 1141753 1.190743 2.173257 1.4680 1.8580
72 horas 3| 1.664667 1142337 | .0659528 1.380894 1.948439 1.5420 1.7680
96 horas 3| 1.586000 1109775 | .0640729 1.310317 1.861683 1.4960 1.7100
Total 15[ 1.576133 .1493480| .0385615 1.493427 1.658840 1.3420 1.8580

Prueba de homogeneidad de varianzas
Biomasa
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
1.121 4 10 400
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ANOVA
Biomasa
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos .148 4 .037 2.246 137
Intra-grupos 165 10 .016
Total 312 14
Biomasa
Subconjunto
para alfa = 0.05
Tiempo N 1
HSD de Tukey® 24 horas 3 1.406000
36 horas 3 1.542000
96 horas 3 1.586000
72 horas 3 1664667
1.682000
48 horas 3 136
Sig.

Anexo 2.2. ANALISIS ESTADISTICO. CUANTIFICACION DE PROTEINA SOLUBLE
EXTRACELULAR EN R. oryzae ENHE.

Descriptivos

Proteina
Intervalo de confianza para la
Desviacién |  Error media al 95%

N Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
24horas 3| .0500114| .00040256 |.00023242 .0490114 .0510114 .04955| .05026
36horas 3| .0487313| .00048911 |.00028239 0475163 .0499463 .04828 | .04925
48horas 3| .0489986| .00049753|.00028725 0477627 .0502345 04845 .04942
72horas 3| .0493081| .00040987 |.00023664 .0482899 .0503262 04896 | .04976
96horas 3| .0487876| .00113784|.00065693 .0459611 .0516141 .04803| .05010
Total 15[ .0491674| .00073232|.00018908 0487619 .0495729 .04803 | .05026

Prueba de homogeneidad de varianzas

Proteina
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Levene gll gl2 Sig.
2.868 4 10 .080
ANOVA
Proteina
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos .000 4 .000 1.945 179
Intra-grupos .000 10 .000
Total .000 14
Proteina
Subconjunto
para alfa = 0.05
Tiempo N 1
HSD de Tukey®  36horas 3 .0487313
96horas 3 .0487876
48horas 3 .0489986
72horas 3 .0493081
24horas 3 .0500114
Sig. 189
Anexo 2.3. ANALISIS ESTADISTICO. pH DEL MEDIO EXTRACELULAR EN R.
oryzae ENHE.
Descriptivos
Ph
Intervalo de confianza para la
Desviacion | Error media al 95%
N Media tipica tipico | Limite inferior | Limite superior Minimo Méximo
24 horas 3| 5.1167 .02082 | .01202 5.0650 5.1684 5.10 5.14
36 horas 3| 4.9233 .03215 | .01856 4.8435 5.0032 4.90 4.96
48 horas 3| 4.8967 .08386 | .04842 4.6883 5.1050 4.80 4.95
72 horas 3| 4.9167 .03215] .01856 4.8368 4.9965 4.88 4.94
96 horas 3| 4.9333 .08505 | .04910 47221 5.1446 4.87 5.03
Total 15( 4.9573 .09669 | .02497 4.9038 5.0109 4.80 5.14

Prueba de homogeneidad de varianzas
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Ph
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
3.952 10 .035
ANOVA
Ph
Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos .097 4 024 7.258 .005
Intra-grupos .034 10 .003
Total 131 14

pH
Subconjunto para alfa = 0.05

Tiempo N 1 2
HSD de Tukey 48 horas 3 4.8967

72 horas 3 4.9167

36 horas 3 4.9233

96 horas 3 4.9333

24 horas 3 5.1167

Sig. 932 1.000

Anexo 2.4. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

ANEXO

EXTRACELULAR DE PROTEASAS ACIDAS, NEUTRAS Y ALCALINASEN R.

oryzae ENHE.

Intervalo de confianza para la media
Desviacion al 95%
Media tipica Error tipico | Limite inferior | Limite superior

Proteasas 24 horas | 695.81441| 134.172949( 77.464788 362.51033 1029.11849
acidas 36 horas | 405.37624 | 139.892394| 80.766911 57.86427 752.88821
48 horas | 389.01213 52.153177| 30.110651 259.45645 518.56780

72 horas | 305.92547 38.112702| 22.004379 211.24827 400.60267

96 horas | 260.82794 14.771284 8.528205 224.13404 297.52185
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Total 41139124 | 175.174119| 45.229763 314.38304 508.39943
Proteasas 24 horas | 495.03729 42.993544 | 24.822334 388.23540 601.83917
neutras 36 horas | 587.85912 25.306630 | 14.610790 524.99397 650.72428
48 horas | 562.03938 52.294217( 30.192080 432.13334 691.94542
72 horas | 405.52674 43.409447 | 25.062456 297.69169 513.36178
96 horas | 362.30228 8.315228 4.800799 341.64611 382.95845
Total 482.55296 95.701905| 24.710126 429.55501 535.55091
Proteasas 24 horas | 587.78128 48.592703 | 28.055010 467.07031 708.49224
alcalinas 36 horas | 561.99364 |  31.624089| 18.258177 483.43504 640.55223
48 horas | 663.07388 34.725995( 20.049063 576.80973 749.33804
72 horas | 486.09110 7.920254 4.572761 466.41610 505.76610
96 horas | 364.99535 9.735083 5.620553 340.81206 389.17864
Total 532.78705| 107.905152| 27.860991 473.03117 592.54293
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
Proteasas acidas 1.996 10 171
Proteasas neutras 2.221 10 140
Proteasas alcalinas 3.255 10 .059
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Proteasas acidas Inter-grupos 345677.637 4 86419.409 10.297 .001
Intra-grupos 83925.970 10 8392.597
Total 429603.607 14
Proteasas neutras Inter-grupos 113869.807 4 28467.452 19.832 .000
Intra-grupos 14354.157 10 1435.416
Total 128223.965 14
Proteasas alcalinas Inter-grupos 153559.845 4 38389.961 40.627 .000
Intra-grupos 9449.462 10 944.946
Total 163009.306 14
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Proteasas acidas

Subconjunto para alfa = 0.05

ANEXO

Tiempo N 1 2
HSD de Tukey® 96 horas 3 260.82794
72 horas 3 305.92547
48 horas 3 389.01213
36 horas 3 405.37624
24 horas 3 695.81441
Sig. .361 1.000
Proteasas neutras
Subconjunto para alfa = 0.05
Tiempo N 1 2 3
HSD de Tukey® 96 horas 3 362.30228
72 horas 3 405.52674 405.52674
24 horas 3 495.03729 495.03729
48 horas 3 562.03938
36 horas 3 587.85912
Sig. .643 .092 .078
Proteasas alcalinas
Subconjunto para alfa = 0.05
Tiempo N 1 2 3 4
HSD de Tukey® 96 horas 3| 364.99535
72 horas 3 486.09110
36 horas 3 561.99364 | 561.99364
24 horas 3 587.78128 | 587.78128
48 horas 3 663.07388
Sig. 1.000 076 .837 .078
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PROTEINA 24 HORAS

Descriptivos

ANEXO

Intervalo de confianza para la
Desviacion | Error media al 95%
Media tipica tipico | Limite inferior | Limite superior | Minimo | Méaximo
ACIDAS 31695.81441| 134.172949 | 77.4647 362.51033 1029.11849 | 561.392| 829.736
NEUTRAS 495.03733 | 42.993650 | 24.8223 388.23519 601.83948 | 448.506| 533.289
ALCALIN 587.78133 | 48.592843 | 28.0550 467.07002 708.49265 | 547.105| 641.591
AS
Total 592.87769 | 114.568881 | 38.1896 504.81226 680.94313 | 448.506| 829.736
Prueba de homogeneidad de varianzas
PROTEINA 24 HORAS
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
1.401 2 6 317
ANOVA
PROTEINA 24 HORAS
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 60584.030 2 30292.015 4.091 .076
Intra-grupos 44424197 6 7404.033
Total 105008.227
PROTEINA 24 HORAS
PROTEASAS N Subconjunto para alfa = 0.05
HSD de Tukey* NEUTRAS 3 495.03733
ALCALINAS 3 587.78133
ACIDAS 3 695.81441
Sig, .065
Descriptivos
PROTEINA 36 HORAS
Intervalo de confianza para la
Desviacion |  Error media al 95%
N Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
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ACIDAS 405.37633 | 139.892475 | 80.766958 57.86416 752.88851 | 255.678 | 532.787
NEUTRAS 587.85933 | 25.306970 [ 14.610986 524.99333 650.72533  562.115| 612.705
ALCALIN 561.99400 | 31.623937 | 18.258089 483.43578 640.55222 | 526.396 | 586.840
AS
Total 518.40989 | 112.315958 | 37.438653 432.07620 604.74358 | 255.678 | 612.705
Prueba de homogeneidad de varianzas
PROTEINA 36 HORAS
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
3.810 2 6 .086
ANOVA
PROTEINA 36 HORAS
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 58498.154 2 29249.077 4137 .074
Intra-grupos 42420.841 6 7070.140
Total 100918.996
PROTEINA 36 HORAS
Subconjunto para alfa = 0.05
PROTEASAS N 1
HSD de Tukey*  ACIDAS 3 405.37633
ALCALINAS 3 561.99400
NEUTRAS 3 587.85933
Sig. 084
Descriptivos
PROTEINA 48 HORAS
Intervalo de confianza para la
Desviacion |  Error media al 95%
Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | Méximo
ACIDAS 389.01233| 52.152974 (30.110534 259.45716 518.56750 | 333.615| 437.163
NEUTRAS 562.03933| 52.294218 [ 30.192081 432.13329 691.94537 | 521.852| 621.164
ALCALIN 663.07400 | 34.726120 | 20.049135 576.80954 749.33846 | 623.495| 688.434
AS
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PROTEINA 48 HORAS

Descriptivos

ANEXO

Intervalo de confianza para la
Desviacion |  Error media al 95%
Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | Méximo
ACIDAS 389.01233| 52.152974(30.110534 259.45716 518.56750 | 333.615| 437.163
NEUTRAS 562.03933 | 52.294218 | 30.192081 432.13329 691.94537 | 521.852 | 621.164
ALCALIN 663.07400 | 34.726120 | 20.049135 576.80954 749.33846 | 623.495| 688.434
AS
Total 538.04189 | 126.775977 | 42.258659 440.59325 635.49053 | 333.615| 688.434
Prueba de homogeneidad de varianzas
PROTEINA 48 HORAS
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
2 6 .720
ANOVA
PROTEINA 48 HORAS
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 115256.144 2 57628.072 25.957 .001
Intra-grupos 13321.043 6 2220.174
Total 128577.187 8

PROTEINA 48 HORAS

Subconjunto para alfa =

0.05
PROTEASAS N 1 2

HSD de Tukey*  ACIDAS 3| 389.01233
NEUTRAS 3 562.03933
ALCALINAS 3 663.07400
Sig. 1.000 .087
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PROTEINA 72 HORAS

Descriptivos

ANEXO

Intervalo de confianza para la
Desviacién | Error media al 95%
Media tipica tipico | Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
ACIDAS 305.9256 | 38.112770| 22.0044 211.24830 400.60304 | 261.949| 329.371
NEUTRAS 405.5266 | 43.408977 | 25.0621 297.69279 513.36054 | 355.423 | 431.826
ALCALINA 486.0910 7.920435 | 4.57286 466.41555 505.76645 | 477.308 | 492.691
S
Total 399.1811| 83.418995| 27.8063 335.05960 463.30263 | 261.949 | 492.691
Prueba de homogeneidad de varianzas
PROTEINA 72 HORAS
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
5.162 2 .050
ANOVA
PROTEINA 72 HORAS
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 48870.518 2 24435.259 21.563 .002
Intra-grupos 6799.312 6 1133.219
Total 55669.830
PROTEINA 72 HORAS
Subconjunto para alfa = 0.05
PROTEASAS 1 2 3
HSD de Tukey*  ACIDAS 3 305.92567
NEUTRAS 3 405.52667
ALCALINAS 3 486.09100
Sig. 1.000 .059
Descriptivos
PROTEINA 96 HORAS
Intervalo de confianza para la
Desviacion |  Error media al 95% Maxim
Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo 0
ACIDAS 260.828 | 14.771165| 8.528136 224.13439 297.52161| 244.011| 271.70

72




ANEXO

NEUTRAS 3] 362.302 8.315111( 4.800732 341.64612 382.95788 | 355.579| 371.60
ALCALIN 3| 364.995 9.735020  5.620517 340.81254 389.17880 | 354.876| 374.29
AS
Total 91 329.375| 52.344209|17.448070 289.13990 369.61054 | 244.011| 374.29
Prueba de homogeneidad de varianzas
PROTEINA 96 HORAS
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
1.006 2 6 420
ANOVA
PROTEINA 96 HORAS
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 21155.131 2 10577.566 83.048 .000
Intra-grupos 764.198 127.366
Total 21919.329
PROTEINA 96 HORAS
Subconjunto para alfa = 0.05
PROTEASAS N 1 2
HSD de Tukey*  ACIDAS 3 260.82800
NEUTRAS 3 362.30200
ALCALINAS 3 364.99567
Sig. 1.000 .954

Anexo 2.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

INTRACELULAR DE PROTEASAS ACIDAS, NEUTRAS Y ALCALINAS EN R. oryzae

ENHE.
Intervalo de confianza para la
media al 95%

Desviacion Error Limite

N Media tipica tipico Limite inferior superior
Proteasas 24 HORAS 3(164.34068 | 37.082786 |21.409756 72.22194 256.45943
acidas 36 HORAS | 3(138.51261| 20.490133 |11.829984 87.61229 189.41292
48 HORAS 31134.95832| 12.548409| 7.244827 103.78634 166.13029
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72 HORAS 3(107.51351 5.167226 | 2.983299 94.67741 120.34961
96 HORAS 3| 70.45291 7.473596 | 4.314883 51.88746 89.01835
Total 15]123.15560 | 37.177949 | 9.599305 102.56714 143.74407
Proteasas 24 HORAS 3| 49.67522 7.011639( 4.048172 32.25735 67.09310
neutras 36 HORAS 3| 58.25666 4.316756 | 2.492280 47.53324 68.98008
48 HORAS 3| 53.98333 5.019363 | 2.897931 4151454 66.45212
72 HORAS 3| 65.81448 3.362572 1.941382 57.46139 74.16757
96 HORAS 3| 41.06222 2.075257( 1.198150 35.90700 46.21744
Total 15| 53.75838 9.440445 | 2.437512 48.53044 58.98633
Proteasas 24 HORAS 3| 40.42835 2.830477( 1.634177 33.39705 47.45964
alcalinas 36 HORAS 3| 46.91702 7.497343( 4.328593 28.29259 65.54145
48 HORAS 3| 36.60406 3.190609 | 1.842099 28.67814 44.52997
72 HORAS 3| 27.29575 163301 | .094282 26.89009 27.70141
96 HORAS 3| 27.99680 2.126654 | 1.227824 22.71390 33.27970
Total 15| 35.84840 8.428150| 2.176139 31.18104 40.51575
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
Proteasas acidas 3.533 10 .048
Proteasas neutras 2.012 10 169
Proteasas alcalinas 3.469 10 .050
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Proteasas acidas Inter-grupos 15280.806 4 3820.202 9.386 .002
Intra-grupos 4069.992 10 406.999
Total 19350.798 14
Proteasas neutras Inter-grupos 1030.498 4 257.624 11.861 .001
Intra-grupos 217.210 10 21.721
Total 1247.708 14
Proteasas alcalinas Inter-grupos 836.570 4 209.142 13.245 .001
Intra-grupos 157.902 10 15.790
Total 994.472 14

Proteasas acidas

74




ANEXO

Subconjunto para alfa = 0.05
TIEMPO N 1 2 3
HSD de Tukey® 96 HORAS 3 70.45291
72 HORAS 3 107.51351 107.51351
48 HORAS 3 13495832 134.95832
36 HORAS 3 138.51261 138.51261
24 HORAS 3 164.34068
Sig. .238 .384 432
Proteasas neutras
Subconjunto para alfa = 0.05
TIEMPO N 1 2 3
HSD de Tukey®* 96 HORAS 3] 41.06222
24 HORAS 3| 49.67522 49.67522
48 HORAS 3 53.98333| 53.98333
36 HORAS 3 58.25666 | 58.25666
72 HORAS 3 65.81448
Sig. 233 236 .066
Proteasas alcalinas
Subconjunto para alfa = 0.05
TIEMPO N 1 2 3
HSD de Tukey* 72 HORAS 3 27.29575
96 HORAS 3 27.99680
48 HORAS 3 36.60406 36.60406
24 HORAS 3 40.42835
36 HORAS 3 46.91702
Sig. .096 .060
Descriptivos
Proteina 24 horas
Intervalo de confianza para la
Desviacion |  Error media al 95%
Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
acidas 164.34100 ( 37.082829|21.409781 72.22215 256.45985 | 132.614 | 205.108
neutras 49.67533 7.011300| 4.047976 32.25830 67.09237 41.679| 54.770
alcalinas 40.42833| 2.830583| 1.634238 33.39677 4745989 | 37.348| 42915
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Proteina 24 horas

Descriptivos

ANEXO

Intervalo de confianza para la
Desviacién |  Error media al 95%
N Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
acidas 31164.34100| 37.082829 (21.409781 72.22215 256.45985 | 132.614 | 205.108
neutras 3| 49.67533 7.011300| 4.047976 32.25830 67.09237 41.679| 54.770
alcalinas 3| 40.42833 2.830583 | 1.634238 33.39677 47.45089| 37.348| 42.915
Total 9| 84.81489| 62.702357|20.900786 36.61759 133.01219 | 37.348| 205.108
Prueba de homogeneidad de varianzas
Proteina 24 horas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
6.097 2 6 .036
ANOVA
Proteina 24 horas
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 28588.071 2 14294.036 29.939 .001
Intra-grupos 2864.613 6 477.436
Total 31452.685
Proteina 24 horas
Subconjunto para alfa = 0.05
Proteasas N 1 2
HSD de Tukey®  alcalinas 3 40.42833
Neutras 3 49.67533
Acidas 3 164.34100
Sig. .865 1.000
Descriptivos
Proteina 36 horas
Intervalo de confianza para la
Desviacion |  Error media al 95%
N | Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
acidas 3] 138.512| 20.490075]11.829950 87.61217 189.41250 115.785| 155.572
neutras 3] 58.2570 4.316812 | 2.492312 47.53345 68.98055 55.049| 63.165
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alcalina
S
Total

42.2413

79.6702

2.780335

45.904714

1.605227

15.301571

35.33460

44.38474

49.14807

114.95571

40.279

40.279

ANEXO

45.423

155.572

Prueba de homogeneidad de varianzas
Proteina 36 horas

Estadistico de

Levene

gll

gl2

Sig.

Descriptivos

5.925

.038

Proteina 36 horas

ANOVA

Suma de

cuadrados gl

Media
cuadratica

Sig.

Inter-grupos
Intra-grupos
Total

15965.526
892.417
16857.942

7982.763
148.736

53.671 .000

Proteina 36 horas

HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
Proteasas N 1 2
alcalinas 3 42.24133
Neutras 3 58.25700
Acidas 3 138.51233
Sig. 313 1.000
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Proteina 48 horas

ANEXO

Intervalo de confianza para la
Desviacién |  Error media al 95%
N | Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | M&ximo
acidas 3| 134.95| 12.548617| 7.244948 103.78584 166.13083 | 120.491| 142.892
neutras 3| 53.9833 5.019793| 2.898179 41.51348 66.45319( 48.196| 57.157
alcalina 3| 36.6043 3.190804 | 1.842212 28.67794 44.53073| 34.160| 40.214
s
Total 9| 75.1820| 45.986661 | 15.328887 39.83352 110.53048 | 34.160| 142.892
Prueba de homogeneidad de varianzas
Proteina 48 horas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
5.919 2 6 .038
ANOVA

Proteina 48 horas

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 16532.490 2 8266.245 128.593 .000
Intra-grupos 385.695 64.282
Total 16918.184

Proteina 48 horas
HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05

Proteasas N 1 2
alcalinas 3 36.60433
Neutras 3 53.98333
Acidas 134.95833
Sig. .084 1.000
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Proteina 72 horas

Descriptivos

ANEXO

Intervalo de confianza para la
Desviacién | Error media al 95%
N Media tipica tipico | Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
acidas 31107.51367 5.167114 | 2.98323 94.67784 120.34949 | 101.549 | 110.623
neutras 3| 65.81467 3.362377 | 1.94126 57.46206 74.16727( 62.710| 69.386
alcalina | 3| 27.29567 163531 | .094415 26.88943 27.70190( 27.157| 27.476
s
Total 9| 66.87467 | 34.881066| 11.6270 40.06271 93.68663( 27.157| 110.623
22
Prueba de homogeneidad de varianzas
Proteina 72 horas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
5.837 2 6 .039
ANOVA
Proteina 72 horas
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 9657.447 2 4828.724 380.900 .000
Intra-grupos 76.063 12.677
Total 9733.510

Proteina 72 horas

HSD de Tuke

Subconjunto para alfa = 0.05
Proteasas N 1 2 3
alcalinas 3| 27.29567
Neutras 3 65.81467
Acidas 107.51367
Sig. 1.000 1.000 1.000
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Proteina 96 horas

Descriptivos

ANEXO

Intervalo de confianza para la
Desviacion |  Error media al 95%

N | Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
acidas 3| 70.4526 7.473710( 4.314949 51.88694 89.01839| 61.991| 76.152
neutras | 3| 41.0623 2.075332( 1.198193 35.90692 46.21774| 39.665| 43.447
alcalina | 3| 27.9970 2.126750 | 1.227880 22.71386 33.28014| 26.038| 30.259
s
Total 9 46.5040| 19.256009| 6.418670 31.70252 61.30548 | 26.038| 76.152

Prueba de homogeneidad de varianzas
Proteina 96 horas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
5.154 2 6 .050
ANOVA
Proteina 96 horas
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Inter-grupos 2836.978 2 1418.489 65.786 .000
Intra-grupos 129.373 21.562
Total 2966.351

Proteina 96 horas

HSD de Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
Proteasas N 1 2 3
alcalinas 3| 27.99700
Neutras 41.06233
Acidas 70.45267
Sig. 1.000 1.000 1.000
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ANEXO

Anexo 2.6. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA LiP EN R.
oryzae ENHE

Descriptivos

LiP
Intervalo de confianza para la
Desviacion Error media al 95%
N Media tipica tipico Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
24 horas 3 [25.561253| 17.00029903 [9.8151272| -16.6698303 67.7923376 | 7.50917 | 41.26576
36 horas 3 |12.591947| 5.50196789 |[3.1765626| -1.0756986 26.2595933 | 9.35874 | 18.94473
48 horas 3 19.0188994 | 4.52403077 |[2.6119503| -2.2194160 20.2572149 | 5.35141 | 14.07429
Total 9 |15.724033| 11.90649195 | 3.9688306 6.5718936 24.8761734 | 5.35141 | 41.26576
Prueba de homogeneidad de varianzas
LiP
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
2.609 2 6 .153
ANOVA
LiP
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 454.619 2 227.310 2.007 215
Intra-grupos 679.497 113.250
Total 1134.116
LiP
Subconjunto
para alfa = 0.05
Tiempo N 1
HSD de Tukey® 48 horas 3 9.0188994
36 horas 12.5919474
24 horas 25.5612537
Sig. 218
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ANEXO

Anexo 2.7. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA LiP CON
ALCOHOL VERATRILICO EN R. oryzae ENHE.

LiP+veratrilico

Descriptivos

Intervalo de confianza para la
Desviacién | Error media al 95%
N | Media tipica tipico | Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
36 horas 3]118.672| 11.96312( 6.90691 -11.0456 48.3905 5.21 28.08
48 horas 3| 4.7258 85265 .49228 2.6077 6.8439 3.89 5.60
72 horas 3| 3.4827 2.23058 | 1.28783 -2.0583 9.0238 1.12 5.56
96 horas 3] 3.8236 2.03470) 1.17473 -1.2309 8.8781 2.54 6.17
Total 12]7.6761 8.48564 | 2.44959 2.2846 13.0677 1.12 28.08
Prueba de homogeneidad de varianzas
LiP+veratrilico
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
7.529 3 8 .010
ANOVA
LiP+veratrilico
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 486.149 162.050 4.238 .045
Intra-grupos 305.917 38.240
Total 792.067 11
LiP+veratrilico
Tiempo N Subconjunto para alfa = 0.05
HSD de Tukey® 72 horas 3 3.4827
96 horas 3 3.8236
48 horas 3 4.7258
36 horas 3 18.6724
Sig. .066

82



AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

-~

N [

ESTUDIO DE LAS ENZIMAS
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En México, D.F., sSe presentaron a las 10:00 horas del dia
17 del mes de julio del afio 2013 en la Unidad Iztapalapa
de la Universidad Autdénoma Metropolitana, los suscritos
miembros del jurado:

DR. FRANCISCO JOSE FERNANDEZ PERRINO
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DR. FRANCISCO FIERRO FIERRO
Bajo la Presidencia del primero y con cardcter de
Secretario el Gltimo, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la

obtencién del grado de:

MAESTRA EN BIOTECNOLOGIA

DR. HECTOR HUGO LEON SANTIESTEBAN

DE: ARIANNA RUIZ BADILLO
y de acuerdo con el articulo 78 fraccidén III del
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/ Autdnoma Metropolitana, los miembros del jurado
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Acto continuo, el presidente del jurado comunicé a la
interesada el resultado de 1la evaluacién vy, en caso
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