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RESUMEN

Se ensayaron varios métodos para la obtencion y purificacion parcial de pecti-
nasas a partir de sobrenadante del cultivo de la cepa GR4 de Rhizobium meliloti,
Se describe el método con el cual se obtuvo el sobrenadante en el que se logro
detectar la presencia de actividad pectolitica. Empleando una muestra comercial
de enzimas pécticas (Pectinex, Novo) se estudid la estabilidad de la actividad
enzimatica durante el proceso de purificacion parcial establecido; se observd una
perdida gradual de |a actividad en funcion del tiempo de duracion del proceso.

ABSTRACT

Several methods for obtaining and partially purifying pectinases from the super-
natant of a A. mel. strain GR4 liquid culture were tested. The method in which
pectolytic activity was detected in the supernatant is described . The stability of
the enzyme(s) during the partial purification was studied using a commercial
source of pectinases (Pectinex, Novo). A gradual loss of enzymatic activity was
observed attributable to the prolonged time needed for the process.

INTRODUCCION

El establecimiento de una simbiosis con el Rhizobium en las raices de las legumi-
nosas conducente a la fijacion de Nitrogeno, involucra una compleja secuencia de
eventos como son, a grosso modo:

— Mutuo reconocimiento hospedero (leguminosa)— simbionte (Rhizobium).

— Penetracion de |a pared celular a nivel de los pelos radiculares del hospedero.

— Formacion de nddulos, estructuras en las cuales ocurre la fijacion de nitroge-
no (1, 2).

Aunque el mecanismo exacto de penetracion del pelo radicular del hospedero no
se ha establecido, existen varias hipotesis para explicar el fenémeno. Una de di-
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chas hipotesis sostiene la participacion de enzimas pectoliticas y celuloliticas,
‘que degradan las paredes celulares de las plantas, en el proceso de penetracion
del Rhizobium dentro de las células de los pelos radiculares de las leguminosas
(1). Entre las evidencias que apoyan la anterior hipdtesis se encuentran los tra-
bajos sobre produccién de enzimas hidroliticas tanto por parte de las raices de
las leguminosas (2, 3), como por parte de algunas especies de Rhizobium (2,
4-6); ademds hay estudios estructurales que muestran la degradacion de |a pared
celular del pelo radicular de las leguminosas, en el sitio de origen de la infeccion

(7).

La participacion de enzimas pectoliticas y celuloliticas en el proceso de pene-
tracién del Rhizobium dentro de las raices de as leguminosas parece razonable,
puesto que sus paredes celulares estin constituidas por estructuras altamente
complejas, donde intervienen pectinas y otros polisacaridos cuya estructura estda
siendo activamente estudiada por diversos autores (8-11). Sin embargo, existe
controversia respecto al posible papel de las enzimas hidroliticas en el proceso
de infeccion de las leguminosas por el Rhizobium, debido a los resultados nega-
tivos obtenidos en algunos casos, cuando se ha intentado detectar actividad hi-
drolitica bien sea en las raices de las leguminosas, o en cultivos de la bacteria
(1, 12-14). No obstante, si se considera que la infeccion de las leguminosas por el
Rhizobium es un proceso delicadamente balanceado, puede pensarse que una
alta actividad de enzimas hidroliticas, localizada en el sitio de |a infeccion podria
conducir a la plasmolisis del pelo radicular v subsecuentemente a una infeccion
abortiva (4, 6). Por el contrario, bajos niveles de actividad hidrolitica podrian ser
suficientes para que ocurriese la penetracion de la pared celular de los pelos radi-
culares, sin que ocurra destruccion de las células (12, 15). Esto hace pensar, que
algunos de los resuitados negativos obtenidos al intentar detectar actividad hidro-
litica, podrian deberse a una baja sensibilidad de |as técnicas utilizadas (1).

De otro lado la acumulacién de evidencia sobre |a produccion de enzimas hidro-
liticas por parte del Rhizobium (2,4-6, 12), junto con la interpretacién del pro-
ceso de infeccidon hecho por Callaham y Torrey (7), sugiere |2 posibilidad de que
las enzimas hidroliticas involucradas en el proceso de infeccion, sean de origen
rizobial y no procedentes de la planta (5, 7, 15). Por lo tanto, si se desea estable-
cer el papel de dichas enzimas rizobiales en el proceso de infeccion de las legu-
minosas, primero es necesario saber si las diferentes especies de Rhizobium
tienen |a capacidad de producir tales enzimas.

La produccion de enzimas pectoliticas y/o celuloliticas, capaces de degradar las
paredes celulares de las plantas se reporta para R, /eguminosarum by trifolii, R.
leguminosarum bv phaseoli, Bradyrhizobium japonicum v R. spp. (cowpea) (2,
4.6, 12); pero no se encuentran datos sobre la produccion de estas enzimas por
parte de Rhizobium meliloti. No obstante, los resultados reportados por Marti-
nez - Molina y Olivares sugieren positivamente que durante |os primeros pasos
de la infeccidn de las raices de alfalfa (Medicago)sativa por la cepa GR4 de Rhi-
zobium mrliloti, deben estar presente estas enzimas.

Para el presente estudio se escogio la cepa GR4 de A. meliloti, con el fin de esta-
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blecer si en efecto esta secreta al medio de cultivo enzimas con actividad pectoli-
tica que permitan explicar el comportamiento observado por Martinez - Molina
y Olivares (15) y contribuir asi al estudio del posible papel de las enzimas rizo-
biales en ¢l proceso de infeccion de las leguminosas por el Rhizobium.

METODOS

1. Material Biologico y Medio de Cultivo

Material Biolégico: Para el presente estudio se utilizo la cepa GR4 de R. meliloti.
Planta hospedera: Medicago sativa, pais de origen: Espana; fuente: Laboratorio
de Microbiologia de la Estacion Experimental del Zaidin, Granada.

Medio de Cultivo: Para el crecimiento de la bacteria se empled el medio liguido
AMA: (NH4)2504 2,0 g. KH2P04 3,0 g; NagHP04.2H20 5,64g; extracto de leva-
dura 1,5 g; pectina NF 1,0 g; MgS04.7H20 0,3 g; Fe 504 1,1 mg; CaClp 2,0 mg;
H3B0O3 0,1 mg; Mn50, 0,1 mg; MnSg4 0,1 mg; ZnS04.7H20 0,17 mg; CuSog4;
5H20 0,40 mg; Na2M064.2H20 0.19 mg; se completd a un litro con agua desti-
lada y se ajusto finalmente el pH a 7.0.

2. Medida de la actividad pectolitica

La actividad enzimitica se determing por el método viscosimétrico estandarizado
por Pérez y Martinez (Métodos 11(VI) y 11{V2)) (16).

La mezcla de reaccion contenia pectina NF al 0,5% (p/v) en solucion tampén
de acetato de sodio 0,TM pH 5,0 y enzima a una temperatura de 30°C. En el
blanco de reaccion se utilizd la enzima previamente inactivada por calentamiento
2 90°C vy la composicion de la mezcla fue andloga a la anterior. Para la determi-
nacion de Vs se empled solucion tampon de pH 5,0 en lugar de sustrato y enzi-
ma inactivada utilizando el mismo volumen empleado en la mezcia de reaccién y
el blanco, Los tiempos de flujo de la mezcla de reaccion (Vi) y el blanco (Vo) se
midieron a iguales intervalos de tiempo durante determinado periodo de reac-
cion. Como patron de actividad pectolitica se utilizé la mezcla de enzimas péc-
ticas Pectinex (Novo).

3. Establecimiento del valor minimo de porcentaje de caida de la viscosidad
aceptado como indicativo de actividad pectolitica.

Para establecer el valor minimo de porcentaje de caida de la viscosidad (YoA)
que se acepta como indicativo de actividad pectolitica en el presente estudio, se
siguid el curso de la degradacion enzimdtica de la pectina por accion de la Solu-
cion b de Pectinex* | determinando el YoA cada 15 minutos durante 120 minu-
tos de reaccion a 30°C en el viscosimetro V2. la mezcla de reaccion contenia
12 mL.de pectina v 0,41 mL de Solucion b de Pectinex. Para el blanco de reac-
cion y Vs se emplearon mezclas analogas a la anterior de acuerdo a lo descrito
en 2.

* Solucién b de Pectinex: Solucion patron de enzimas pécticas cuya concentracion de pro-
teina es de 6,7 Mo/ml.
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4. Establecimiento del Método para la Obtencion v Purificacion Parcial del
Sobrenadante del Cultivo Bacterial.

Para establecer el procedimiento de obtencion y purificacion parcial del sobrena-
dante del cultivo bacterial, en el que se busca la presencia de actividad pectoliti-
ca, se ensayaron varios métodos:

— Obtencion del sobrenadante del cultivo bacterial sin posterior concentracion
del sobrenadante (Sobrenadante SP-1).

— Eliminacién de la pectina residual presente en el sobrenadante del cultivo bac-
terial por filtracion a traveés de Sephadex G-200 y posterior concentracion
del sobrenadante 20 veces (Sobrenadante SP-2).

— Eliminacion de |a pectina residual presente en el sobrenadante del cultivo bac-
terial por precipitacion con Bromuro de cetil trimetil amonio (BCTA), dilu-
cién del BCTA hasta 5,8 x 104 mg/ml. y posterior concentracion del sobre-
nadante 20 veces (Sobrenadante SP-3).

— Eliminacion del BCTA del sobrenadante del cultivo bacterial por filtracion a
través de Sephadex G-50 sin efectuar una posterior cancentracion del sobre-
nadante (Sobrenadante SP4).

En todos los casos se partio de 50 mL, de cultivo bacterial y la actividad pectoli-
tica del sobrenadante obtenido se determind por el método viscosimétrico (Mé-
todo 11(VI) (16,17).

4.1, Determinacion del efecto del BCTA v la azida de sodio sobre la actividad
de la solucién b de Pectinex.

para estudiar el efecto de 6,0 x 1004 mg/mL.de BCTA y de 1 mg/mL. de azida
de sodio sobre la actividad de la enzima patrén, se preparo la Solucion b de pec-
tinex con cada uno de estos reactivos a las concentraciones indicadas, e inme-
diatamente después de preparadas se determind su actividad por el método vis-
cosimétrico (Método 11 (V2)) (16) siguiendo el procedimiento indicado en el
numeral 3.

4.2. Obtencion y purificacién parcial del sobrenadante del cultivo (SG-1) para
La deteccion de actividad pectolitica

De acuerdo a los resultados logrados con el método utilizado para la obtencién
del sobrenadante SP-3 (numeral 2.4) (17) se realizaron algunas modificaciones
para establecer el método de obtencion v purificacion parcial del sobrenadante
del cultivo en el que se busca la presencia de actividad pectolitica (sobrenadante
del cultivo bacterial a gran escala SG-1). E| procedimiento de R. mefiloti se rea-
lizé en un litro y medio AMA (17). La precipitacion con BCTA se realizo duran-
te 60 minutos a 4°C y al sobrenadante proviente de esta precipitacion se le adi-
ciono azida de sodio (1mg/ml.);
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Esquema 1

OBTENCION Y PURIFICACION PARCIAL DE LOS SOBRENADANTES

[

Cuantificacion
de Proteina

SG-1Y SG-2
Cultivo de la cepa
GR4 de R meliloti
(1
Centrigugacién . Residuo
8.000 rpm 20’ 4°C (Se descarta)
!
Sobrenadante
= e
Precipitacion
con BCTA (1,38%)
1:10 (v/v)
|
Centrigugacion Residuo
12.000 rpm 30" 4°C (Se descartal
'y
Sobrenadante
*
Ultrafiltracion = Filtrado
PM 10, 59C (Se descarta)
1
Retentato
i
Eliminacion del BCTA
Diluciones sucesivas = Filtrado
Ultrafiltracion {Se descartal
PM 10, 5°C
4
Retentato
[l
Ultrafiltracion -l Fiitrado
PM 10, 50C (Se descarta)
4
" Fiitrado
Diélisis Vs. tampén pH 5.0 (Se descarta)
'
Uitrafiltracion Difusato
PM 10, 5°C {Se descarta)
B
Retentato
{(Sabrenadante 5G) |
Deteccién de Actividad
Pectolitica
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5. Cuantificacion de Proteinas

La cuantificacion del contenido de protefna de la solucion de enzima patrén vy
de los sobrenadantes bacteriales estudiados se realizé por el método de Lowry
(18).

6. Determinacion de actividad pectolitica en los sobrenadantes SG-1 y 5G-2

Se realizé por el método viscosimétrico (Método [1(V2)) (16) en las condiciones
descritas en 2. Para 5G-1 . la mezcla de reaccion contenfa 12 mL de pectina y
1,0 mL de sobrenadante, contra un blanco de reaccién de composicion andloga.
La medida de Vs se efectud con solucion tampén y extracto enzimatico (sobre-
nadante) inactivado. Los tiempos de flujo de la mezcla de reaccion (Vt) y el
blanco (Vo) se midieron durante 24 horas de reaccion.

Para SG-2 (Ensayo duplicado de SG-1) la mezcla de reaccién contenia 11,74 mL
de pectina y 1,26 mL de sobrenadante. El blanco de reaccién y Vs se prepararon
como se indica en 2 vy la determinacion de los tiempos del flujo (Vt v * Vo) se
efectud durante 26,5 horas.

7. Seguimiento de la Actividad de la Solucidon b de Pectinex durante el pro-
ceso de purificacién parcial empleado con los sobrenadantes SG.

Con el fin de realizar un seguimiento de |a actividad de la enzima patron a partir
del momento en que se adiciona el BCTA para la precipitacion de pectina y du-
rante los procesos de concentracion y posterior lavado del detergente, a que se
someten los sobrenadantes bacteriales SG, se llevd a cabo el procedimiento des-
crito en ¢l Esquema 2 (E2). El lavado del BCTA se realizo mediante sucesivas
diluciones con solucién tampoén pH 5,0, hasta lograr una concentracion final
estimada de 5,4 x 104 mg/mL. El retentato se concentrd hasta lograr el volu-
men de muestra con el que se inicio el proceso de lavado.

El seguimiento de la actividad de la Solucion b de Pectinex durante el procedi-
miento E2, se realizo por segunda vez en iguales condiciones, efectuando la simu-
lacion del proceso de concentracion durante un periodo de 10 dias. En este
ensayo, al igual que en el caso anterior, se realizaron las determinaciones de la
actividad enzimdtica una vez finalizados cada uno de |los procesos como se indica
en el Esquema 2. La duracion del proceso de lavado del BCTA en los dos ensayos
fue de 6 dias.

7.1. Determinacion de la actividad de la Solucion b de Pectinex durante el
Proceso E2.

La actividad de | Solucion b de Pectinex, en cada uno de los puntos sefalados en
el esquema 2 con las convenciones E2-1 a E2-3 y sus equivalencias a 10 dias, se
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Esquema 2
SEGUIMIENTO DE LA ACTIVIDAD DE LA SOLUCION b DE PECTINEX

DURANTE EL PROCESO DE PURIFICACION PARCIAL
EMPLEADO CON LOS SOBRENADANTES SG

Act i"]i'.dad Solucién b de Pectinex
P“;‘; “t“:a con BCTA (1.29 mg/mi)

|

Simulacion proceso de

Actividad concentracion
Pectolitica 3dias
E4-2 50C, continua agitaciéon

PN2 aprox. 15 PSI

\

Lavado del BCTA
Ultrafiltracion
PM 10, 59C, PN aprox. 35 PSI

y

Retentato

\

Ultrafiltracion Filtrado
PM 10,59C, PNo aprox 36 PS| {Se descartal

Actividad
Pectolitica Retentato
E4-3

Filtrado
{Se descartal

Cuando la simulacién del proceso de concentracion se realiza durante 10 dias se
sigue el mismo proceso y las equivalencias en cuanto a las soluciones ensayadas
son las siguientes:

3 dias 10 dias
E2-1 E2-1
E2-2 E2—4
E2-3 E2-5
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determino por el Metodo [1(V2) siguiendo el procedimiento indicado en el nu-
meral 2.3.

7.2. Determinacion de la actividad hemolitica de la Solucion b de Pectinex
durante el Proceso E2.

Con el fin de chequear la eliminacion del BCTA durante el proceso de lavado de
éste, se determino la actividad hemolitica de la Solucién b de Pectinex en cada
uno de los puntos E2-1 a E2-5 del proceso E2: A alicuotas de 0,5 mL de muestra
se les afadio NaCl solido hasta obtener una concentracion aproximada del 1%
en NaCl, se agito la solucion y se adicionaron 0.5 mL de suspension al 4% de
eritrocitos humanos. En el blanco sg arowedio de Lo misma.maners  wrilizando
0,5 mL de la solucién tampdn en |a que se encuentran preparadas (as muestras.
El grado de hemdlisis se observo inmediatamente preparada la muestra y al cabo
de 30 y 90 minutos. Como control de |a eliminacion del BCTA, se determino la
actividad hemolitica sobre una alicuota de la Solucion b de Pectinex con 6,0 x
104 mg/mL de BCTA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Medio de Cultivo: Para el cultivo de |a bacteria se empled el medio |iquido AMA,
el cual contiene pectina como principal fuente de carbon, debido a que en este
medio se logré un buen crecimiento de la cepa lo cual es de vital importancia
cuando se desea detectar actividad pectolitica en un cultivo bacterial, dada la
posibilidad de gue dichas enzimas sean de tipo inducible (17).

Establecimiento del valor minimo de porcentaje de caida de la viscosidad acep-
tado como indicativo de actividad pectolitica. En los trabajos realizados por
Lillich y Elkan (13), Bonish (19) y Ljunggren y Fahraeus (20), sobre [a presencia
de enzimas pécticas tanto en cultivos de Rhizobium como en extractos y exuda-
dos de raices de leguminosas, se reportan diferentes valores minimos de porcen-
taje de reduccion de la viscosidad del sustrato aceptados como indicativos de
actividad pectolitica, dependiendo de las condiciones de trabajo. Es asi como
Lillich y Elkan (13) aceptan come minimo, una reduccion del 30% en la
viscosidad de una solucion de polipectato de sodio al 1% al cabo de 24 horas de
reaccién, teniendo controles que no son propiamente biancos de reaccion, en los
cuales el porcentaje de reduccidn de la viscosidad varia entre 2% v 10%.
Bonish (19) por su parte, considera como evidencia de actividad pectolitica una
reduccion de la viscosidad mayor del 109 en una solucion de pectina al 0,6%
después de 22 horas de reaccion. En este caso los blancos de reaccion ocasionan
una reduccion de la viscosidad menor del 5% pero el valor del blanco no es
sustraido del obtenido en la mezcla de reaccion, lo cual impide conocer los
valores netos de actividad; por otra parte, el trabajo no especifica si se realiza un
blanco de reaccion por cada muestra ensayada.

Ljunggren y Fahraeus (20) consideran como positiva la presencia de actividad
pectolitica en extractos que reduden entre 10% y 11% la viscosidad de una so-
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lucién de pectina al 1% en 24 horas. Sin embargo, en el cilculo de dicho por-
centaje no se considera un blanco de reaccion.

Dada la variabilidad de los criterios expuestos acerca del valor minimo del por-
centaje de reduccion de la viscosidad aceptado como indicativo de actividad pec-
tolitica, en el presente estudio se establecid dicho valor minimo, con base en la
experiencia obtenida en el trabajo con la enzima patron. Como se observaen la
Grifica 1, la Solucion b de Pectinex redujo un 57% la viscosidad de una solu-
cién de pectina NF al 0,5% a los 120 minutos de reaccion; en la décima parte
de este tiempo, cuando apenas estd comenzando la hidrolisis, pero ha transcurri-
do suficiente tiempo para gque la enzima se difunda en |a solucidn, se observé un
15%0 de reduccion de la viscosidad; este es un porcentaje de reduccion de la vis-
cosidad no muy alto, pero debido realmente a la degradacion de la pectina por
hidrolisis enzimdtica, puesto que en el seguimiento de dicha degradacion se ha
considerado un blance de reaccion. Ademds, la caida de flujo obtenida al cabo
de este tiempo (Vo-Vt= 15 seg), es aproximadamente 9 veces mayor que la que
presenta una solucion de pectina en iguales condiciones (solucion al 0,5% (p/v)
en solucion tampdn de pH 5,0 a 309C) al cabo de 24 horas (17), lo que confirma
que la caida de flujo observada en la reaccion, se debe ala accion de la enzima.

Por las razones antes expuestas, en este trabajo se considerard como evidencia de
actividad pectolitica, una reduccion de viscosidad de por lo menos 15% al cabo
de 24 horas de reaccion en las condiciones descritas en 2.

Establecimiento del método para la obtencién y purificacion parcial del sobrena-
dante del cultivo bacterial. El método empleado para |la obtencion del sobrena-
dante SP-2 no resuitd adecuado puesto que en dicho sobrenadante no se detectd
la presencia de actividad pectolitica (17). Ademds, como se observa en la Grifica
2 (a, b, ¢), en los sobrenadantes SP-1 y SP-4 obtenidos por diferentes métodos
{ numeral 4) tampoco se detecto actividad enzimdtica, solo en SP-3 se insinud
la presencia de actividad pectolitica (17); sin embargo, el porcentaje de reduc-
cion de la viscosidad obtenido para este sobrenadante al cabo de 24 horas de
reaccion (9,54%) se encuentra por debajo del valor minimo establecido en el
numeral 3.2. Esto sugiere que seria necesario efectuar una mayor congentracion
del sobrenadante del cultivo bacterial, con el fin de aumentar la concentracion
de proteina y observar posiblemente un porcentaje de reduccion de la viscosidad
mds alto, le cual permitiria asegurar la presencia de actividad pectolitica en el
cultivo de la cepa en estudio. Lo anterior implica partir de un mayor volumen
de cultiva, lo que aumenta el tiempo de manipulacion del sobrenadante, -por lo
que se hace indispensable el uso de Azida de sodio 19 durante el proceso para
evitar la contaminacién por hongos que eventualmente produzcan pectinasas y/o
consuman la proteina presente en el sobrenadante del cultivo bacterial. Por esta
razon, se estudio el efecto de la adicion de Azida de sodio (1 mg/mL) sabre la
actividad de la enzima patron.

En la Grifica 3 se observa que la Azida de sodio ocasiono una reduccion del
40% al 50% en la actividad de la enzima patron durante los primeros 45 minu-
tos de reaccion, pero de 60 minutos en adelante la actividad se incrementd signi-

REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA VOL. 19 No. 2 {1890} 35



Degracdacion enzimatica de 'a pectina
por accion de la Sclucien b de Pectinex
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Determinacion de actividad pestolitica
en el sobrenadante SP -3
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Actividad de la Solucion b de Pectinex
Efecto de 1.0 mg/mi de azida de sodic
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ficativamente hasta que a los 120 minutos de reaccion se recupero en su totali-
dad. A pesar de esta recuperacion de actividad en la parte final de la reaccion,
se decidid eliminar la azida de sodio, antes de realizar |la determinacién de acti-
vidad pectolitica, de los sobrenadantes del cultivo de la cepa GR-4 de R. meliloti
gue fuesen tratados con dicho reactivo.

Con el fin de conocer el efecto del BCTA a la concentracion final presente en el
sobrenadante SP-3 sobre la determinacion de la presencia de actividad pectolitica
en &, se midio la actividad de la Solucién b de Pectinex con 6,0 x 104 mg/mL
de BCTA. En la Grafica 4 se observa que dicha concentracion de detergeme no
afectd la actividad de (a enzima; ademds, a esta concentracion (6.0 x 104 mg/
mL) el BCTA no ocasiond formacion de espuma que afectara la medida de los
tiempos de flujo ni fue detectable en la solucion enzimdtica, puesto gue no oca-
sionc hemdlisis de eritrocitos. De esta determlnaclon se concluyd que la dilucion
del BCTA hasta aproximadamente 6.0 x 104 mg/mL, permite determinar la
presencia de actividad pectolitica sin que se presenten interferencias por parte
de éste. Por esta razon, el BCTA se llevara hasta dicha concentracion final, en los
sobrenadantes sobre los cuales se desee determinar la presencia de actividad pec-
tolitica.

Los resultados obtenidos hasta este momento permitieron concluir gue las con-
diciones mds adecuadas para obtener y purificar parcialmente el sobrenadante
del cuitivo de la cepa GR4 de R. meliloti v determinar si existe o no actividad
peciolitica en este son:
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— Cultivar la bacteria a gran escala en el medio AMA, en el gue se abtienen las
mejores caracteristicas de crecimiento de la cepa (17) y en el que, de acuerdo
con los resultados obtenidos en el sobrenadante SP-3, se insinda la presencia
de actividad pectolitica.

— Tratar el sobrenadante del cultivo con Azida de Sodio para evitar una posible
contaminacion durante la purificacion parcial y eliminar posteriormente este
reactivo, por dialisis, una vez finalizado el proceso.

— Eliminar la pectina residual presente en el sobrenadante del cultivo bacterial
por precipitacion con BCTA al 1,38% (p/v) en una proporcion 1:10 (v/v).

— Lavar el BCTA por diluciones sucesivas, hasta obtener una concentracion
final aproximada de 6,0 x 1074 mg/mL.

— Concentrar el sobrenadante del cultivo bacterial parcialmente purificado mds
de 20 veces con respecto al volumen del sobrenadante crudo original.

— Determinar la presencia de actividad pectolitica en la solucién concentrada
empleando el viscosimetro V2 (16, 17) y utilizando |as condiciones indicadas
en el numeral 2.

Con base en las condiciones antes descritas, para verificar si existe o no actividad
pectolitica en el sobrenadante del cultivo de la cepa GR4 de R. meliloti, se dise-
né y se llevo a cabo el procedimiento descrito en el Esquema 1 (numeral 2.4.2.),

el cual permitid obtener el sobrenadante del cultivo bacterial a gran escala SG-1
parcialmente purificado.

| Actividad de la Solucicn b de Pectinex
. Efecto de 8.0x10°* mg/mi de BCTA |
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La actividad pectolitica del sobrenadante SG-1 se ensayo paor el Método 11 (V2)
(16). Los resultados de esta determinacion se presentan en la Grafica 5 en la que
se observa que el sobrenadante presentd actividad pectolitica puesto que el oA
alcanza, al cabo de 24 horas de reaccion, un valor de 26,5% el cual es mayor
que el minimo establecido como indicativo de |a presencia de actividad pectoli-
tica.

Determinacion de la presencia de actividad pectolitica en el sobrenadante SG-2.
Con el fin de reproducir el resultado obtenido con el sobrenadante SG-1, se cul-
tivo nuevamente la cepa GR4 de R. meliloti en el medio AMA y el sobrenadante
del cultivo (SG-2) se procesd como se indica en el Esquema 1. La Grafica 6, co-
rrespondiente a la determinacién de actividad pectolitica en el sobrenadante
SG-2, muestra gue el porcentaje de caida de la viscosidad presentd una tenden-
cia similar a la obtenida con el sobrenadante SG-1 (Grifica 5), puesto que en
ambos casos la viscosidad cayé mas rapidamente en las primeras 5 horas de reac-
cion; sin embargo, al cabo de este periodo, la caida de la viscosidad ocasionada
por el sobrenadante SG-2 fue solo aproximadamente del 2.0%, mientras que la
producida por el sobrenadante SG-1 fue mayor del 10%0. Ademas, la caida de
viscosidad obtenida con el sobrenadante SG-2 a las 26,5 haras de reaccian, fue
muy baja (2,2%) comparada con la que se obtuvo con el sobrenadante SG-1 al
cabo de 24 horas (26,5%0). Por consiguiente, a pesar de que la forma de la Grafi-
ca indico la existencia de trazas de actividad, no fue posible concluir que en
dicho sobrenadante (SG-2) se detecta actividad pectolitica.

Con el fin de eliminar las posibles causas de inactivacion de la(s) enzimals) du-
rante el proceso de obtencion v purificacion parcial del sobrenadante del cul-
tivo se llevaron a cabo varios ensayos a gran escala (SG), introduciendo algunas
variaciones en el proceso:

Determinacion de actividad pectolitica
en el sobrenadante SG-1
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Determinacion de actividad pectolitica ‘
' en el sobrenadante SG-2 %
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— Se utilizo el sobrenadante de un cultivo obtenido a partir de una generacion
de la cepa cuyas caracteristicas de inefectividad y efectividad fueron nueva-
mente comprobadas, puesto que si se mantenian dichas propiedades probable-
mente también se mantenia la capacidad de la cepa para producir enzimas
pécticas.

— Con el objeto de reducir el tiempo empleado en la purificacién parcial del so-
brenadante:

a. Se precipitaron inicialmente las proteinas presentes en el sobrenadante del
cultivo con sulfato de amonio.

b. Se liofilizé el sobrenadante.

— Se eliminaron los posibles fenoles presentes en el sobrenadante, por didlisis
contra polivinil pirrolidona, dado que los compuestos fenolicos y sus produc-
tos de oxidacion son inactivadores o inhibidores no especificos de [as enzimas
pécticas.

— Se utilizo presion de N7 para efectuar los procesos de concentracion y poste-
rior lavado del BCTA a fin de evitar |a posible pérdida de actividad ocasionada
por el burbujero de aire,

Sin embargo, en ninguno de los casos fue posible detectar nuevamente la presen-

cia de actividad pectolitica (17); por tanto, se consideré conveniente realizar un
seguimiento a la actividad de la enzima patran durante el proceso de purifica-
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cion parcial, con el fin de esclarecer si en éste se estaban presentando perdidas
de actividad, ya que a pesar de |las modificaciones realizadas con ¢l fin de elimi-
nar las posibles causas de inactivacion, no fue factible reproducir el resultado
obtenido con el sobrenadante SG-1.

Seguimiento de la actividad de la Solucion b de Pectinex durante el proceso de
purificacion parcial empleado con los sobrenadantes SG. El seguimiento de la
actividad de la Solucion b de Pectinex a partir del momento en que se adiciona
el BCTA para la precipitacion de pectina y durante los procesos de concentra-
cion y posterior lavado del detergente utilizados con los sobrenadantes SG, se
realizo en dos experimentos consecutivos en lo gue el tiempo de duracion del
proceso total fue de 9 y 16 dias respectivamente, como se indica en el Esquema
2 (numeral 2.7.). Los resultados del proceso cuya duracion fue de 9 dias se
muestran en la Grdfica 7 como E2-1, E2-2 y E2-3. Los resultados correspondien-
tes al proceso de 16 dias se identifican como E2-1, E2-4 y E2-5.

Aunque una primera apreciacion de la eliminacion del BCTA la constituye la no
formacion de espuma durante la determinacion de la actividad, para establecer
5i se retird el detergente se determind la actividad hemolitica de la Solucion b de
Pectinex en cada una de las Soluciones E2-1 a E2-5 sefaladas en el Esquema 2.
Como se ve en la Tabla 1, las muestras correspondientes a las etapas E2-1, E2-2
y E2-4, en las que el BCTA se encuentra a la concentracion inicial de 1,29 mg/
mL, causaron hemolisis en forma inmediata. Por el contrario, las muestras pro-
cedentes de las etapas E2-3 y E2-5, en las que el BCTA se someti6 al proceso de
lavado, no ocasionaron hemolisis ni aln 90 minutos despues de preparada la
muestra, lo que indica que en efecto el detergente se elimind hasta una concen-
tracion bastante baja, probablemente del orden de 104 mg/mL, de acuerdo con
lo estimado (17). Ademas, en la determinacién de actividad pectolitica de dichas
muestras no se presentd formacion de espuma. Es de anotar, que la solucion
enzimdtica con 6,0 x 104 mg/mL de BCTA, utilizada como referencia, tampoco
ocasiond hemalisis de eritrocitos al cabo de 90 minutos.

Los resultados que aparecen en la Grafica 7 muestran que el BCTA a la concen-
tracion original (1,29 mg/mL) ocasiond una reduccion de la actividad de la
enzima patrén de aproximadamente el 30% (E2-1), la cual se esperaba que desa-
pareciera una vez eliminado el BCTA; sin embargo, al diluir el detergente hasta
aproximadamente 5,4 x 104 mg/mL (E2-3 y E2-5) la actividad de la enzima
patron ne se recuperd, como se esperaba, sino que por el contrario fue adn mds
baja, lo que indica que entre mas largo sea el proceso de concentracion y poste-
rior lavado del BCTA mayor es la pérdida de actividad que sufre la enzima. Pro-
bablemente este comportamiento se debid a que inicialmente el BCTA afectd en
forma global la actividad de las enzimas presentes en la mezcla patron (Pectinex),
a pesar de que su concentracion inicial (1,29 mg/mL) se encontraba por encima
de la concentracion critica micelar lo cual, de acuerdo con lo citado en |a litera-
tura, evitaria una disociacion o desnaturalizacién de las proteinas (21). Dado que
se conpce muy poco acerca de las interacciones proteina-BCTA (21), no fue po-
sible formular una explicacién completamente satisfactoria de este resultado.
Adicionalmente, la pérdida de actividad progresiva observada posteriormente,
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posiblemente se debid a que una o varias de las enzimas presentes en la mezcla
perdieron gradualmente su actividad durante el proceso de purificacion parcial,
por algln factor que no fue posible determinar y por tanto la actividad original
no se recupero, a pesar de eliminar el detergente de |a solucion enzimdtica.

Si se consideran los resultados obtenidos en este ensayo, en el que al parecer las
enzimas pécticas pierden actividad con el tiempo durante el proceso de purifica-
cion parcial, es probable que los resultados obtenidos con el sobrenadante SG-2
y los otros SG se debieran también a una pérdida de actividad de l1a(s) enzimal(s)
durante dicho proceso, puesto que la purificacion parcial de los diferentes sobre-
nadantes obtenidos se demora mis tiempo que la del sobrenadante SG-1 (17).

Ademds, si se comparan los resultados obtenidos con los sobrenadantes SP-3 y
SG-1 (Tabla 2), se observa que en el sobrenadante SP-3, en el que el factor de
concentracion fue de 20 y la muestra se diluyo 31 veces para la determinacion de
actividad pectolitica, la reduccion de viscosidad obtenida a las 24 horas de reac-
cidn fue de 9,54%0; por tanto, en el sobrenadante SG-1, en el que el factor de
concentracion fue aproximadamente 9 veces mayor y la muestra solo se diluyo
13 veces para la determinacion de actividad pectolitica, era de esperar que el
porcentaje de reduccion de la viscosidad obtenido a las 24 horas de reaccion
fuera mucho mayor que el producido por el sobrenadante SP-3; sin embargo,
solo se obtuvo una reduccion de la viscosidad aproximadamente 3 veces mayor
que la obtenida con SP-3. Esto parece indicar, que durante el procesamiento
del sobrenadante SG-1 también se presentaron pérdidas de actividad, lo que apo-
va la hipétesis originalmente planteada, sobre la posibilidad de que las enzimas
pécticas presentes en los sobrenadantes SG-2 y los demads sobrenadantes SG,
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Tabla 1

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA
DE LA SOLUCION b DE PECTINEX DURANTE EL PROCESO E2

Hemélisis
MUESTRA Tiempo Observacion (min.)

0 30 a0
Blanco — - —
Solucion b ?:5;"1e3_ ;%!g?rﬁzr - - _
E2-1 + +
E22 + + *
E23 - - -
E24 - + +
E2-5 = _ _

Tabla 2

DETERMINACION DE ACTIVIDAD PECTOLITICA EN LOS
SOBRENADANTES 5P-3 y SG-1

SOBRENADANTE SP-3 SG-1
Factor de Concentracion 20 178
Relacion: Sobrenadante: sustrato en la mezcla 1:30 1212
(v/v) de reaccion,
Dilucion de la muestra 31 veces 13 veces
YoA a las 24 horas de reaccion 9,54 26,5
Proceso de purificacion parcial Aprox. 6 dias 13 dias
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hayan perdido gran parte de su actividad durante el proceso de purificacion
parcial, Jo que probablemente impidié su deteccion. Estos resultados muestran
que es importante procesar el sobrenadante del cultive bacterial en el menor
tiempo posible, para evitar pérdidas de actividad que impidan la deteccion de
enzimas pécticas probablemente presente en él.

Con base en lo antes expuesto, se concluyo que el método utilizado para |a ob-
tencion y purificacion parcial del sobrenadante SG-1 fue el mas adecuado, puesto !
que a pesar de las posibles perdidas de actividad que havan podido presentarse, -
permitid detectar la presencia de actividad pectolitica en el sobrenadante del
cultivo de la cepa GR4 de R. meliloti cultivada en el medio AMA.

De los resultados obtenidos en este trabajo se dedujo que probablemente, la
controversia existente respecto a la posible participacion de enzimas pécticas en
el proceso de infeccion de las leguminosas por el Rhizobium, se deba, en parte,
a que en los estudios respectivos se hayan presentado pérdidas de actividad de
las enzimas pécticas, imposibilitindose por tanto la demostracion de su exis-
tencia.
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