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INTRODUCCION

Aspergillus niger es un hongo filamentoso que crece aerGbicamente sobre materia
organica, y es uno de los microorganismos mas utilizados en la industria
biotecnoldgica. Muchas de las enzimas producidas por este microorganismo fueron
catalogadas por la FDA como GRAS (del inglés “generally regarded as safe”), es decir,
que son consideradas no patogénicas o no toxicas (Schuster y col., 2002). Entre estas
enzimas se encuentran las proteasas.

Las proteasas del género Aspergillus se producen tanto en fermentaciones
sumergidas como en estado sélido (FES), siendo éste Ultimo caso el que presenta los
mayores rendimientos (Sandhya y col., 2005). La FES es un proceso de fermentacion
llevado a cabo sobre un material no-soluble (sustrato) que actda como soporte fisico y
medio de nutrientes en ausencia de liquido de flujo libre (Pandey, 1992).

Dentro de las proteasas que produce este hongo, se encuentran las proteasas
asparticas, que se caracterizan por tener pH 6ptimos bajos (entre 3 y 4) (Siala y col.,
2009). Por otra parte, ademas, produce proteasas neutras o alcalinas (Coral y col.,
2003; Abidi y col., 2014), las cuales son generalmente serin-proteasas que se
caracterizan por tener pH Optimos altos (entre 7 y 11) y por su estabilidad a altas
temperaturas.

La quinua es un alimento que ha ganado una gran importancia en el mundo gracias a
sus reportados beneficios nutricionales. Segun la literatura, los granos de quinua
presentan un contenido medio de proteinas de 12-13% Yy, segun recomendaciones de
la FAO y la WHO, suministran niveles adecuados de lisina y metionina (Abugoch y col,
2008).

La hidrdlisis de las proteinas alimentarias usando proteasas modifica sus propiedades
funcionales como: aumento de la solubilidad (Mannheim y Cheryan, 1992),
estabilizacién de espumas (Martinez y col., 2009) y de emulsiones (Celus y col., 2009),
aumento de la estabilidad térmica (Haque y Mozaffar, 1992), entre otras. Ademas, los
hidrolizados proteicos presentan diversas propiedades biol6gicas, como por ejemplo,
actividad antioxidante (Bougatef y col., 2009).

Con todos estos antecedentes, se llevaron a cabo fermentaciones en estado sélido
con A. niger utilizando materiales de desecho como sustrato no inerte (cascara de
citricos y cascarilla de soja) con el fin de producir proteasas. Estas enzimas fueron
caracterizadas y empleadas para generar hidrolizados de proteina de semillas quinua,
los cuales, posteriormente, fueron estudiados en cuanto a sus propiedades
funcionales.



OBJETIVOS

e Optimizar y validar la produccion de las proteasas con actividad proteolitica sobre
proteinas de quinua y obtener extractos fungicos extracelulares para la produccion
de hidrolizados.

e Caracterizar las proteasas obtenidas (temperatura y pH Optimos, estabilidad en
funcién del tiempo y pH) y establecer las condiciones éptimas de la reaccién de
protedlisis (pH, temperatura).

e Analizar distintas propiedades de los hidrolizados (grado de hidrdlisis, actividad
antioxidante, hidrofobicidad superficial, solubilidad).

METODOLOGIA
Fermentacion en estado sélido

Se utilizé la cepa de A. niger NRRL 3. El hongo fue crecido en tubos picos de flauta de
agar papa a 30 °C hasta la produccion de conidios (5-7 dias de incubacién). Los
sustratos sélidos (SS) no inertes empleados para la fermentacion fueron cascarilla de
soja y cascaras de naranja. El medio sélido consté de una mezcla de cascara de
citricos y cascarilla de soja. EI Medio Basal (MB) se prepar6 con la siguiente
composicion (P/V): 1% MgSOy; 1% NacCl; 0,008% FeSO,. Ademas, se le administraron
distintas cantidades de NaNO; (3-5 g/L), de acuerdo al disefio experimental. La
fermentacion se efectudé colocando en cada placa de Petri 3 g de mezcla de sustratos
sélidos y el medio basal estériles. Luego, cada placa fue inoculada con 50000 conidios
e incubada en estufa a una temperatura constante de 30 °C durante 8 dias. Luego se
procedi6 a extraer las enzimas agregando 10 mL agua sobre el cultivo sélido, agitando
10 minutos y filtrando en papel para obtener el extracto fungico extracelular (EFE).

Determinacién de actividad enziméatica

Se obtuvo un aislado de proteinas de quinua (PQ) a partir de harina de quinua segun
el protocolo de Abugoch y col. (2008) y se liofilizé. Luego, se preparé una solucion
acuosa de PQ 2,5% P/V y se adicion6 HCI 0,3 N en una proporcién 1:4 (HCI:PQ) para
desnaturalizar a las proteinas; la mezcla se mantuvo en agitacion durante 30 minutos
a TA. Luego, se ajusto el pH a 7,6. Concentracion PQ 2% P/V.

Para medir la actividad proteolitica sobre proteinas de quinua (APQ) se utilizaron
600uL PQ y 100uL EFE, incubando a 37°C durante 15 minutos. Luego, se siguio el
protocolo de Cupp-Enyard (2008) determinando Abs 660 nm. Una unidad de actividad
enzimatica corresponde a un cambio de 0,01 unidades de abs. Para caracterizar la
actividad enzimatica los EFE fueron incubados a distinta temperatura y pH para
determinar los valores 6ptimos de pH y temperatura y la estabilidad enzimatica.

Preparacion de hidrolizados de proteinas de quinua

Se mezclaron 10 yL de EFE con 600 pL de aislado de PQ 2% P/V, pH 9,0. La mezcla
se incub6 a 40 °C a distintos tiempos, entre 0 y 6 horas. Se detuvo la reaccién por
calentamiento (100 °C, 5 min). A continuacion, los tubos fueron centrifugados a 10000
g por 10 minutos, y se utilizd la fase soluble de los hidrolizados de proteina de quinua
(HPQ). En cada ensayo descripto a continuacion se emple6 un triplicado de cada
HPQ. El grado de hidrdlisis se determin6 por el método de Adler-Nielsen (1979).

Determinacidn de actividad antioxidante

Se basé en el protocolo descripto por Re y col. (1999). Empleando el radical de
ABTS*, se procedié a medir la actividad antioxidante utilizando 50 uL de HPQ en 1 mL
de reactivo. Se determin6 la Abs a 730 nm en funcion del tiempo, y se tomd la
pendiente de la recta inicial como la actividad antioxidante de cada muestra.



Determinacién de concentracion de péptidos solubles

Se prepararon 2 mL de los HPQ, se llevaron a un pH 4,5 para precipitar las proteinas.
Luego, se centrifugd a 10000 g por 10 minutos y se midié la concentracion de péptidos
solubles mediante el método de Lowry (1951), midiendo Abs 750nm.

RESULTADOS
Optimizacién de la actividad proteolitica con proteinas de quinua
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Figura 1: Modelo predictivo de superficie de respuesta de la actividad proteolitica de los EFE
sobre una solucion de aislado de proteinas de quinua.

En la grafica se observa que el modelo predice un maximo de actividad para
condiciones de pH y concentraciones de NaNO; intermedias. Esto quiere decir que
llevando a cabo una FES en estas condiciones (pH = 7; [NaNO3] = 4 g/L) se obtendria
un maximo de actividad proteolitica de los extractos obtenidos. Este resultado fue

validado posteriormente, obteniéndose EFE con valores de actividad entre 900-1000
U/mL.

Caracterizacion de las proteasas

La actividad proteolitica de los EFE fue mayor a valores de pH de reaccion alcalinos,
siendo un rango de pH de reaccién comprendido entre 9,99 y 12,16 el que permitié
obtener la mayor actividad. Asimismo, se determin6 que en el rango de pH de 4,05-
11,15 las proteasas resultaron estables, mientras que en los extremos mas acidos y
alcalinos, la actividad de las mismas resultd6 menor. Por otra parte, se obtuvo una
temperatura éptima de reaccion de 65 °C, y se observo que las enzimas eran estables
en el rango de temperaturas 30-65 °C. Por ultimo, se determin6 que las proteasas en
el EFE son estables a 60 °C por hasta 3 hs de incubacion, mientras que a 65y 70 °C
las enzimas pierden actividad a los 160 y 60 minutos respectivamente.

Propiedades de los hidrolizados

Se determind la actividad antioxidante de los HPQ (Figura 2), observandose un
aumento de la misma con los tiempos de hidrélisis; se obtuvo un pico a las 5 hs de
iniciada la reaccién. Se observdé un aumento de la solubilidad de los HPQ con el

tiempo de hidrdlisis, siendo el méximo valor el obtenido a las 6 hs (13,34 mg/mL). El
grado de hidrdlisis fue del 6 %.
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Figura 2: Dependencia de la actividad antioxidante de captura del radical ABTS* con el tiempo
de hidrdlisis.
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