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Resumen

Se ha buscado y seleccionado sistematicamente una proteasa que pudiese ser usada en la eliminacion “limpia” de encolan-
tes sobre soportes documentales con valor de patrimonio histérico de forma eficiente y econémica, a partir de la coleccion
de hongos filamentosos del Archivo de Bogota. De 74 morfotipos viables evaluados sobre placas selectivas, 32 morfotipos
presentaron formacion de halos de hidrdlisis evidentes sobre placas diferenciales. De ellos, se evalué el perfil isoenzimatico
de 8 morfotipos provenientes de muestreos documentales directos y de 2 morfotipos proteoliticos promisorios provenien-
tes de un trabajo previo. Los 10 morfotipos seleccionados fueron representativos de los géneros Penicillium, Stachybotrys,
Chaetomium, y Eladia. Luego de inducir la produccion de proteasas extracelulares en medios liquidos diferenciales bajo tres
fases de fermentacion, se realizaron isoelectroénfoques analiticos tendientes a la observacion de isoformas en el gradiente
de pH establecido (3.0-10.0). Solo los morfotipos 8D (Chaetomium sp.) y 21D (Eladia saccula) presentaron una isoforma
alcalina extrema, de puntos isoeléctricos 8.5 y 8.8, respectivamente, susceptible de seleccion con miras a su purificacion y
caracterizacion parcial de forma econdmica vy eficiente. Los demds morfotipos, representativos de los géneros Penicillium
sp., y Stachybotrys sp., presentaron unicamente isoformas proteoliticas en el rango acido de pH con puntos isoeléctricos
que oscilan entre 4.0y 5.0.

Palabras clave: biodeterioro, hongo filamentoso, proteasa, halo de hidrdlisis, punto isoeléctrico.

Abstract

Studies on a protease as an efficient, environmental friendly and relatively economical remover of residual proteins for
historical valuable documents were performed and was selected for this work, from the filamentous fungi collection of
the Bogota Archive. 32 morphotypes of 74 evaluated show hydrolytic activities over differential solid media. From them,
8 morphotypes obtained directly from documental samples and representative of the genera Penicillium and Stachybotrys
were selected and their isoenzyme profile were tested. Also 2 previous morphotypes with promisorius proteolytic activities
and representative of the genera Chaetomium and Eladia were analysed. Extracelullar proteases production was induced
in differential liquid media on three fermentation steps and analitycal isoelectrofocusing were performed over pH 3.0-10.0
ranges. Only the morphotypes 8D (Chaetomium sp.), and 21D (Eladia sp.), showed an alkaline isoform with pls 8.5 and 8.8,
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respectly, suceptible of selection for its purification and characterization through efficient and economical way. The others
morphotypes only showed acid isoforms with pls in the range of 4.0 and 5.0.

Key words: biodeterioration, filamentous fungi, protease, hydrolytic halo, isoelectric point.
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Introduccién

La historia de la humanidad ha estado ligada a la trans-
mision de informacion mediante el empleo de diversos
tipos de materiales de origen natural, sintético y semi-
sintetico, los cuales han estado expuestos a deterioro
tanto a nivel biolégico como ambiental a lo largo del
tiempo (Hueck 2001). Algunos fondos documentales
con caracter histérico custodiados por el Archivo de
Bogota, entidad encargada de la proteccién de los re-
cursos documentales de la ciudad mediante su acopio,
conservacion y organizacion, han presentado biodete-
rioro como consecuencia de la colonizacién puntual
de hongos filamentosos que utilizan los componentes
de las obras (principalmente proteinas y polisacaridos)
como fuentes de carbono y nitrégeno mediante el
empleo de sus complejos sistemas enzimaticos oca-
sionando deterioro sobre los soportes a nivel fisico y
quimico dafando la estética y la técnica de registro
(Villalba y Mikan 2005; Villalba et al., 2004; Mateus et
al, 2001).

El conocimiento que se tiene de este proceso sobre
soportes documentales es escaso y conducente a la
aplicacion de procedimientos tradicionales, de base
quimica, contaminantes, toxicos e inespecificos em-
pleados durante las practicas de restauracion. En
consecuencia, el Archivo de Bogota ha venido con-
formando, desde el aio 2005, el cepario institucional
resultado del aislamiento riguroso de morfotipos im-
plicados en el proceso de biodeterioro, con el fin de
conocer y aprovechar la diversidad biolégica existente
en nuestros archivos, una importante fuente de infor-
macién para el entendimiento del proceso, y la base
para dar soluciones integrales y practicas entorno a la
problematica del microdeterioro documental.

Bajo este contexto, la entidad estatal ha venido foca-
lizando sus esfuerzos en la bisqueda de tratamientos
alternativos para la remocion “limpia” de compues-
tos organicos residuales sobre los documentos, tales
como proteinas encolantes y almidones, que no solo
se convierten en blanco biolégico detrimental, sino
que también se modifican ampliamente con el tiempo
volviéndose resistentes al uso comdn de solventes or-
ganicos, carbonatos y fosfatos (contaminantes y noci-
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vos) empleados durante las practicas de restauracion.
En ese sentido, se han venido aunando esfuerzos en
la bdsqueda y seleccion preliminar de perfiles proteo-
liticos idoneos para la eliminacion de proteinas resi-
duales, predominantemente en ambientes alcalinos
(a manera de “detergente” en términos de limpieza y
de “inhibicién” de crecimiento microbiano ulterior, sin
generacion de condiciones de pH extremas que per-
judiquen la estabilidad de los documentos) a partir de
su cepario institucional (Rojas et al.,, 2009; Cruz 2008;
Rojas 2007).

Este trabajo busca actualizar la informacion disponible
sobre la seleccion de hongos filamentosos con perfi-
les proteoliticos promisorios a partir del cepario del
Archivo de Bogotd, con miras a la eleccion acertada
de una isoforma proteolitica de interés con base en
su punto isoeléctrico para ser purificada en el menor
ndmero de pasos metodologicos posibles, caracteriza-
da y empleada en la remocién econémica, especifica,
minimamente intrusiva, y con baja toxicidad ambiental
y humana, de proteinas residuales sobre fondos do-
cumentales seleccionados. Adicionalmente, se busca
brindar localmente una alternativa al empleo de pro-
teasas comerciales importadas como la tripsina y la
proteinasa K que usualmente vuelven econémicamen-
te inviables los procesos de biorestauracion debido a
sus altos costos.

Materiales y métodos

Recuperacion de hongos filamentosos

Los aislamientos de hongos filamentosos mantenidos
en el cepario del Archivo de Bogota, provenientes
de muestreos ambientales y documentales realizados
mediante asistencia técnica a los diferentes Archivos
de Gestion Distrital, representativos de procesos de
biodeterioro, y conservados en estado puro en agua
estéril a 4°C mediante la técnica de cultivos monospo-
ricos (Ho y Ko 1997), fueron recuperados en caldos
Sabouraud suplementados con jugo V8 por un térmi-
no de 24 horas a 28°C con una agitacion constante
de 150rpm. Los hongos fueron transferidos a placas
Sabouraud pH 5.5 incubadas por 5-7 dias a 28°C para
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la obtencion de biomasa y la consecucién de in6culos
microbianos (Rojas et al., 2009).

Seleccion de hongos proteoliticos promisorios
sobre placas selectivas

Se evalué la actividad proteolitica de cada hongo fi-
lamentoso viable mediante la inoculacién de placas
de 3%(p/v) agar Caseinato de Calcio pH 7.2 con
una suspension de 10°propagulos/mL (obtenidos
a partir de cultivos en agar Sabouraud de 8 dias de
incubacién) en pozo central teniendo en cuenta la
metodologia propuesta por Cowan y Daniel (1982).
Los cultivos fueron realizados por triplicado e incu-
bados por 72 horas a 28°C con el fin de observar
directamente halos de hidrdlisis que reflejaran las ac-
tividades hidroliticas en cada placa. Los halos de de-
gradacion y el diametro de las cepas fueron medidos
con un calibrador con el fin de calcular el tamafo
de los halos de hidrélisis manejando la metodologia
descrita por Pedroza et al. (2001). Se definio el factor
de hidrélisis como la proporcion existente entre el
diametro promedio del halo y el diametro promedio
de la cepa.

Produccion de proteasas extracelulares en medios
de cultivo liquidos

Se determino la produccién de proteasas extracelulares
en morfotipos seleccionados mediante la inoculaciéon
de medios liquidos bajo tres fases de fermentacion:
obtencion de biomasa, induccién a estrés nutricional
e induccién de proteasas (Cooper y Wood 1980 cita-
do por Rojas et al., 2009). La produccién de biomasa
se realiz6 mediante la inoculacion de 30mL de caldo
Sabouraud con 100uL de una suspensién de 10°-10°
propagulos/mL incubando a 28°C por 5 dias con una
agitacion constante de 150 rpm. El micelio resultante
fue recuperado asépticamente mediante filtracién en
papel y transferido a un medio minimo de sales pH
7.0 (30 mL) [0.1% (p/v) KH2PO4, 0.2% (p/v) NaNO;,
0.05% (p/v) MgSOs, 1%(v/v) solucién elementos
traza: 0.1%(p/v) K:HPOs, 0.002%(p/v) NaMoOs,
0.002%(p/v) MnCl, 0.002%(p/v) CuSO4, 0.001%(p/v)
FeSO., 0.0003%(p/v) ZnSOs, 0.052%(p/v) acido bo-
rico, 0.052%(p/v) acido citrico; ajustar pH a 7.0 con
1M NaOH], incubando a 28°C por 24 horas y 150
rpm. Finalmente, la biomasa fue recuperada y transfe-
rida a 30mL de Medio Minimo de Sales suplementado
con Caseina al 0.1%(p/v) incubando a 28°C por 3-4
dias y 150 rpm. La biomasa resultante fue separada
del extracto crudo mediante filtracion en papel y con-
servada en congelacién a -70°C. El extracto crudo fue
clarificado mediante centrifugacion a 4500rpm por 10

minutos a 4°C, y conservado en congelacién a -20°C
para analisis posterior.

Determinacion de la concentracion total de proteinas

Se determino el contenido de proteinas totales
en los extractos crudos empleando el método de
Bradford modificado (Stoscheck 1990). En todos los
casos se mezclaron: 10uL de la solucién de protei-
na, 20uL de 1M NaOH y 200uL del colorante en
placas de 96 pozos fondo plano. La mezcla fue equi-
librada a temperatura ambiente por 5 minutos, y se
determiné su absorbancia a 630 nm en un lector ELI-
SA pioway biomedical microplate reader M3000®
contra los blancos apropiados (generalmente agua
desionizada o tampén de baja fuerza idnica). Se
construyé una curva de calibracion utilizando albu-
mina de suero bovino y lisozima como estandares
manejando un rango de concentracion de proteinas
entre 0.06 - 2.5pg/ulL.

Determinacion de la actividad proteolitica

Se cuantifico la actividad proteolitica en los extractos
crudos mediante la metodologia descrita por Char-
ney y Tomarelli (1947), empleando Azocaseina como
sustrato de reaccion. Se preparé una solucion de
1.5%(p/v) azocaseina en 0.1M bicarbonato de sodio
pH 8.3 para efectuar las digestiones enzimdticas. La
reaccion se desarroll6 pipeteando 20uL de la muestra
de proteinas en 200pL de la solucion sustrato, permi-
tiendo la incubacion de la mezcla por 60 minutos a
45°C en bafo Maria. La reaccion enzimatica se detu-
vo mediante la adicion de 200uL de una solucién de
5%(p/v) acido tricloroacetico (TCA). Los tubos fueron
equilibrados a 4°C por 30 minutos, y centrifugados a
8000rpm por 20 minutos a la misma temperatura. Fi-
nalmente, se dispusieron 200uL de cada sobrenadante
en una placa de 96 pozos fondo plano, y se efectuaron
las lecturas de absorbancia en un lector ELISA pioway
biomedical microplate reader M3000® a 405nm. Para
efectos de este trabajo se definié una unidad equiva-
lente de proteinasa K (Ueq) como la cantidad de enzi-
ma que libera Tpmol de tirosina positiva para Folin &
Ciocalteus por minuto de reaccién, bajo las condicio-
nes experimentales del ensayo, siguiendo la metodolo-
gia propuesta por Cruz (2011).

Revision de perfiles isoenzimdticos
para proteasas alcalinas

Se analizé el perfil isoenzimatico de proteasas me-
diante isoelectroénfoque (IEF) analitico en geles de
poliacrilamida para los extractos crudos que presen-
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taron actividades hidroliticas evidentes sobre azoca-
seina, siguiendo la metodologia propuesta por Cruz
(2008) y Mikan (2001). Los geles de poliacrilamida
(125x105x0.4mm) fueron preparados empleando las
siguientes soluciones (concentracion final (v/v)): 15%
acrilamida-bisacrilamida PlusOne ReadySol IEF T40
C3 (Pharmacia-Biotech®), 10% glicerol, 4% anfolitos
(Pharmalyte pH 3 a 10, Pharmacia-Biotech®), 0,075%
TEMED al 10%(p/v), 0,35% APS al 10%(p/v). Las
corridas se realizaron en una camara de electroforesis
LKB Bromma 2117 Multiphor (Pharmacia®), a una
temperatura regulada de 10°C con un circulador ter-
mostatico MultiTem Il (Pharmacia®), empleando 1M
NaOH (tira correspondiente al catodo) y TM H3;POy,
(tira correspondiente al anodo) como electrolitos. Las
condiciones de corrido fueron: Precorrido 1000V,
8mA, 8Va por 30 minutos; Siembra y Corrido 2200V,
8mA, 8Va por 90 minutos; Focalizacion 3000V, 8mA,
8Va por 30 minutos.

Determinacion del punto isoeléctrico (pl) de las
proteinas

La seccion del gel que contiene 10ul del marcador
de proteinas (Broad range pl markers, Pharmacia®)
fue cortada y fijada por 60 minutos en una solucion
10%(p/v) TCA, 5%(p/v) 5-acido sulfosalicilico, y
40%(v/v) metanol. Se realizé un lavado por 20 mi-
nutos en una solucién etanol al 40%(v/v), y acido
acético al 10%(v/v), y se equilibré el gel por 10 mi-
nutos en la solucion decolorante (30%(v/v) etanol,
y 8%(v/v) acido acético). Los marcadores fueron
tenidos por 15 minutos en 0.5% (p/v) azul Coo-
massie R-250 disuelto en la solucion decolorante y
precalentado a 60°C. Finalmente, el gel se sometio
a lavados sucesivos en la solucion de decoloracién
hasta obtener un fondo claro. Para la estimacion del
isoeléctrico se determiné la distancia de cada mar-
cador pl al catodo y se graficé contra su correspon-
diente pl tedrico. Una vez obtenida la grafica, se
realiz6 una conversion de la distancia al catodo de
las proteinas de interés, reveladas mediante zimo-
gramas, a punto isoeléctrico (pl) mediante el em-
pleo de la ecuacion de la curva.

Zimogramas

La actividad proteolitica en gel se detecté mediante
el método de Peyronel y Cantera (1995), incubando
el gel de proteinas postisoelectroénfoque en una so-
lucion de 1.5%(p/v) azocaseina disuelta en 0.TM bi-
carbonato de sodio pH 8.3 a 45°C por 60 minutos
en baho Maria. Posterior a la incubacioén se realizé un
lavado con agua desionizada por 1 minuto, y se fijo el

gel en una solucion de 12.5%(p/v) TCA a 45°C por 60
minutos. Se efectué un lavado con agua desionizada
por 1 minuto para revelar las zonas claras de hidrdlisis
en un fondo naranja oscuro sumergiendo el gel en una
solucion TN NaOH.

Se realizaron algunas modificaciones al método an-
terior sobreponiendo el gel de proteinas post-isoelec-
troénfoque con un gel sustrato compuesto de gelatina
comercial o albumina de suero bovino disuelta en
0.1M bicarbonato de sodio pH 8.3 y 1.5%(p/v) agaro-
sa. El gel sustrato fue superpuesto evitando la forma-
cién de burbujas y asegurando un contacto estrecho
con el gel de interés. Luego de incubar a 45°C por 30
minutos, el gel sustrato fue retirado y fijado en una so-
lucién 40%(v/v) etanol, 10%(v/v) acido acético, disuel-
tos en agua destilada por 60 minutos. El gel fue tefido
empleando la coloracién azul Coomassie enunciada
anteriormente, hasta que se visualizaran zonas claras
de hidrodlisis en el gel.

Resultados

Seleccion de hongos proteoliticos promisorios sobre
medios de cultivo sdlidos

Se evaluaron las actividades proteoliticas de 74 mor-
fotipos viables mantenidos en el cepario del Archivo
de Bogota, provenientes de muestreos ambientales
y documentales realizados mediante asistencia téc-
nica a los diferentes Archivos de Gestién Distrital.
De ellos, el 43.2% (32 morfotipos) presentaron ac-
tividades proteoliticas evidentes mediante la for-
macién de halos de hidrélisis sobre placas de agar
Caseinato de Calcio (figura 1-1). Se seleccionaron
los morfotipos 22A, 23D y 55D (Penicillium spp.),
55A y 60A (NN), y 34A (Stachybotrys sp.) cuyo fac-
tor de hidrdlisis igualaba o superaba 0.90 (umbral)
denotando mayor produccién enzimatica en rela-
cion al crecimiento de la cepa. Esta relacion facili-
taba los procesos de filtrado y reducia la secrecién
de proteinas “contaminantes” propias del desarrollo
microbiano que pudiesen interferir en procesos de
purificacion ulteriores.

A pesar de la prevalencia de hongos proteoliticos pro-
misorios provenientes de muestreos ambientales, se
decidié seguir con los morfotipos obtenidos directa-
mente de documentos con indicadores de biodeterio-
ro debido a su estrecha relacién con los componentes
de los soportes objeto de estudio (principalmente pro-
teinas y carbohidratos).
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Figura 1-1: Factor de hidrdlisis resultante para los 32 morfotipos que presentaron tanto viabilidad como actividad enzimatica
positiva (halo de hidrolisis evidente). Las flechas indican los morfotipos seleccionados. A= ambiental; D=documental. Las barras

muestran la desviacién estdndar del promedio de tres replicas + DS.

Produccion de proteasas extracelulares en caldos
de cultivo y revision de perfiles isoenzimdticos
para proteasas alcalinas en hongos filamentosos
promisorios

Los morfotipos 23D y 55D, seleccionados en el scree-
ning en placa, fueron cultivados en medios liquidos en
tres fases de fermentacion: obtencion de biomasa, in-
duccién a estrés nutricional e induccion de proteasas.
Los extractos crudos resultantes fueron evaluados en
cuanto al contenido de proteinas totales por el méto-
do de Bradford modificado y a su actividad proteolitica
sobre azocaseina soluble. En la tabla 1-1 se reportan
las actividades especificas para los extractos crudos,
destacandose la actividad proteolitica del morfotipo
23D sobre la del morfotipo 55D.

En consecuencia, se determiné del perfil isoenzimatico
para proteasas en el extracto crudo del morfotipo 23D
con el objeto de observar el ndmero y distribucion de
isoformas a lo largo del gradiente de pH establecido.
Del isoelectroénfoque se observo una unica isoforma
proteolitica evidente hacia el rango acido de pH (pl=
4.81) (figura 1-2) que hacia factible su purificacién en el
menor nimero de pasos metodolégicos posibles. Sin
embargo, se decidi6 realizar la bisqueda de proteasas
de pl alcalino de facil purificacion en los seis hongos
filamentosos “documentales” subsecuentes con mayo-
res factores de hidrolisis durante el screening en placa
descrito en la figura 1-1: Morfotipos 12D (Stachibotrys
sp.) y 22D, 29D, 64D, 66D y 73D (Penicillium spp.).

Estos hongos podian presentar proteasas de mayor es-
tabilidad en procesos de biolimpieza sobre superficies
alcalinas teniendo en cuenta que varios de los proce-
sos de restauracion documental que actualmente se
emplean en el Archivo de Bogota se llevan a cabo bajo
dichas condiciones de pH. Igualmente, se decidi6 co-
rroborar la secrecion de dichas proteasas en dos hon-
gos filamentosos seleccionados en un trabajo previo
desarrollado en el Archivo de Bogota: Morfotipos 8D
(Chaetomium sp.) y 21D (Eladia saccula) (Rojas et al.,
2009; Cruz 2008; Rojas 2007).

La figura 1-3 muestra las isoformas resultantes para seis
de los ocho morfotipos evaluados: 12D, 22D, 73D,
64D, 8D, y 21D, manteniéndose la presencia de isofor-
mas proteoliticas en el rango acido de pH, a excepcién
del morfotipo 8D que mostré una isoforma tenue ha-
cia el extremo alcalino de pH. Se destaca la ausencia
de isoformas para el morfotipo 21D en contraste con
lo reportado por Rojas et al. (2009). Paralelamente, se
desarrollaron nuevos ensayos de zimografia para los
extractos crudos de los dos morfotipos restantes (29D
y 66D: Penicillium sp.) mediante la superposicion de
overgeles sobre los geles de IEF luego del corrido elec-
troforético (Cruz 2008). Este cambio metodolégico
busco mayor visibilidad de las isoformas que se obser-
vaban tenues en los ensayos de zimografia anteriores.
En la figura 1-4 se presentan las isoformas proteoliticas
resultantes para los morfotipos 29D y 66D en donde
se observo claramente la “tendencia” microbiana ha-
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Tabla 1-1: Determinacién de la actividad proteolitica especifica para los extractos crudos de los hongos promisorios 23D y 55D:
Penicillium spp. Se destaca la actividad especifica reportada para el morfotipo 23D sobre la baja actividad especifica encontrada en
el morfotipo 55D. Se muestra el promedio de dos replicas + DS.

Actividad Concentracion de Actividad
Muestra Proteolitica proteinas Especifica
(Ueq/mL) (mg/mL) (Ueq/mg proteina)
23D 4.3 £0.04 2.3 £0.05 1.8
55D 0.7 £0.03 2.9 £0.05 0.2
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Figura 1-2: Zimograma mediante inmersién en azocaseina para el extracto crudo del morfotipo 23D (Penicillium sp.). (2 y 4) Re-
plicas extracto crudo morfotipo 23D [2.36ug/pL] (volumen de siembra de izquierda a derecha, respectivamente: 2uLy 4uL); (1y
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vamente: 2pLy TuL); (5) 2pL Control negativo universal tampén fosfato de sodio 25mM pH 7.0; (M) 10pL Marcador pl de amplio
rango. Se destaca la isoforma resultante para el morfotipo 23D con pl de 4.82.

ANODO
O n - AN gt
120 220 730 64D 8D 21D C+(1) Ci,( M

puin pl4.18 - T . 2 pie
v o

pla.71 ¢ pl3.05 ¥

pl4.45 o

T T T T P T T T ORIV

pI8.5 pI8.63 w7

v Ty cm =

120 220 730 64D 8D 21D C+(1) C+(2) M
CATODO

)
-
=

i

Figura 1-3: Zimograma mediante inmersién en azocaseina para los extractos crudos de los morfotipos: (12D) Stachybotrys sp.;
(22D) Penicillium sp.; (73D) Penicillium sp.; (64D) Penicillium sp.; (8D) Chaetomium sp.; (21D) E. saccula. En todos los casos se sem-
braron SpL de muestra. (C+ 1) 2uL Control positivo Extracto E. saccula (Cruz 2008) [0.013pg/uL]; (C+ 2) 1.5uL Control positivo
Proteinasa K [0.2pg/pL]; (M) 10puL Marcador pl de amplio rango. Las flechas indican la presencia de isoformas evidentes en el gel
de poliacrilamida. Se destaca la presencia totalitaria de isoformas proteoliticas hacia la regién acida de pH para todos los mor-
fotipos evaluados. Sin embargo, se presume de la existencia de una isoforma alcalina tenue para el morfotipo 8D.
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cia la secrecién de isoformas acidas. Se destacan la
resolucion y claridad de las isoformas obtenidas en el
registro fotografico.

Como resultado, se iniciaron nuevas fermentaciones
tendientes a reactivar las rutas metabdlicas involu-
cradas en la sintesis de proteasas extracelulares (prin-
cipalmente de pl alcalino) que por razones como
represion catabdlica o estrés fisiologico por el método
de conservacion al que estaban sometidos los hon-
gos en el cepario, se habian dejado de sintetizar. Los
hongos seleccionados fueron los morfotipos 8D Chae-
tomium sp., 12D Stachybotrys sp., y 21D E. Saccula,
en razon de: (i) el morfotipo 8D mostré una isofor-
ma proteolitica alcalina concordante con los reportes
previos susceptible de “amplificacion” en términos de
produccion de proteinas; (i) el morfotipo 12D servia
como control del ensayo debido a su perfil productor
de una unica isoforma proteolitica “acida”; (iii) el mor-
fotipo 21D no solo habia presentado un alto potencial
para la produccion de una proteasa extracelular pl al-
calino susceptible de purificacion en el menor ndmero
de pasos metodoldgicos posibles en un trabajo previo
(Rojas et al., 2009), sino que ademas era novedoso en
el campo del biodeterioro documental.

ANODO

CATODO

Se realizaron cultivos liquidos bajo presion diferencial
continua (3 sub-cultivos/morfotipo) empleando extrac-
to de carne al 0.1% (p/v) como unica fuente de car-
bono y nitrégeno, bajo condiciones alcalinas (pH 8.0).
Cada sub-cultivo fue desarrollado a 28°C por 8 dias
con una agitacion constante de 150rpm. Luego del ter-
cer sub-cultivo se inicié el esquema de produccion de
proteasas convencional, y se estimé la actividad pro-
teolitica especifica en los extractos crudos resultan-
tes (tabla 1-2). Se destaca la alta actividad proteolitica
obtenida en los tres morfotipos objeto de estudio y la
recuperacion de la actividad enzimatica en el morfoti-
po 21D.

Los andlisis de isoelectroénfoque permitieron dilucidar
la recuperacién y/o “amplificacion” de la expresion de
proteasas hacia la region alcalina de pH en dos de los
géneros evaluados: Chaetomiun sp., y Eladia sp. Las
figuras 1-5 y 1-6 revelan el perfil isoenzimatico obteni-
do para las muestras en mencién. En la Figura 1-5 se
observan las isoformas resultantes para el morfotipo
21D por triplicado, resaltindose la presencia de una
solo isoforma proteolitica de pl=8.8. En contraste, en
la figura 1-6 se observa el perfil isoenzimatico resultan-
te para los morfotipos 8D y 12D, con 4 y 3 replicas,
respectivamente. Se destaca la presencia de 4 isofor-

€—pla.a3
€—plas86

Figura 1-4: Zimograma mediante overge/ con gelatina al 0.1% (p/v) para los extractos crudos de los morfotipos 29D y 66D: Peni-
cllium sp. De izquierda a derecha: (M) 10uL Marcador pl de amplio rango; (1) 2pL Control negativo agua desionizada; (2) SpL
Extracto crudo 29D; (3) SuL Extracto crudo 66D; (4) 2uL Control positivo Extracto E. saccula (Cruz 2008) [0.013pg/pL]; (5) 1.5pL
Control positivo Proteinasa K [0.2pg/pL]; Las flechas indican la presencia de isoformas evidentes en el gel de poliacrilamida.
Se destaca la presencia totalitaria de isoformas proteoliticas hacia la regién acida de pH para los dos morfotipos evaluados (2

isoformas/morfotipo).
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Tabla 1-2: Actividad proteolitica especifica para los extractos crudos concentrados de los hongos promisorios 8D Chaetomium sp.,
12D Stachybotrys sp., y 21D E. saccula, sometidos a presion selectiva continuada. Se muestra el promedio de tres replicas + DS.

Muestra Actividad Proteolitica Concentracion de proteinas Actividad Especifica
(Ueq/mL) (mg/mL) (Ueq/mg proteina)
8D 22.6 £0.09 1.5+0.02 15.2
12D 37.9 £0.09 2.7 £0.07 13.6
21D 37.1£0.06 1.1 +£0.04 34.2

mas evidentes para el género Chaetomiun sp. (pls: 3.4,
4.5, 5.8 y 8.6), y dos isoformas acidas evidentes para
el género Stachybotrys sp. (pls: 3.7 y 5.6).

Con miras a la purificacién y caracterizacion de una
proteasa estable y activa bajo condiciones alcalinas
con potencial para efectuar procesos de biolimpieza
documental, se selecciono el perfil isoenzimatico al-
calino del morfotipo 21D (E. saccula) sobre el perfil
del morfotipo 8D (Chaetomiun sp.) debido a que: (i)
La presencia de una dnica isoforma “alcalina” extrema
facilitaba el proceso de purificacion mediante croma-
tografia de intercambio i6nico, reduciendo las probabi-
lidades de contaminacion cruzada con otras proteinas
residuales reduciendo la resolucion y calidad del mé-
todo; (ii) El desarrollo de biomasa durante los cultivos
liquidos era cualitativamente menor en contraste con

su homologo 8D, lo que facilitaba los procesos de re-
cuperacion del extracto crudo mediante filtracion; (iii)
El morfotipo 21D ha sido escasamente reportado en
el campo del biodeterioro documental, en contraste
con su homologo 8D que ha sido ampliamente repor-
tado como agente biodeteriorante, lo que le otorgaba
a 21D el caracter de rareza y especialidad.

Discusién

Usualmente durante los procesos de restauracion de
obras de arte y documentos historicos se hace nece-
saria la eliminacion selectiva y especifica de materiales
de naturaleza proteica empleados como encolantes o
adhesivos; es el caso de la cola de origen animal, clara
y yema de huevo, y la caseina, entre otros. Los méto-

CATODO

Figura 1-5: Zimograma mediante overge/ de Albumina de Suero Bovino BSA al 0.1%(p/v) para el extracto crudo del morfotipo 21D
(E. saccula), proveniente de cultivos liquidos sucesivos sometidos a presién selectiva continuada. (M) 10pL Marcador pl de amplio
rango; (1-3) De izquierda a derecha: TuL, 1.5pLy 2uL Extracto crudo 21D [1.08pg/pL]; (C+) 1.5uL Control positivo Proteinasa
K [0.2pg/pL]; (C-) 2pL Control negativo agua desionizada. Nétese la recuperacion de una sola isoforma proteolitica extrema de

p1=8.8 (flechas blancas) para el morfotipo 21D.
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Figura 1-6: Zimograma mediante overgel de Albumina de Suero Bovino BSA al 0.1%(p/v) para el extracto crudo de los morfotipos
8D (Chaetomiun sp.), y 12D (Stachybotrys sp.), proveniente de cultivos liquidos sucesivos sometidos a presién selectiva continuada.
(1-4) De izquierda a derecha: 2pL, 1.5pL, TpL, 1.5pL extracto crudo 8D [1.48pg/pL]; (5) Espaciador; (6-8) De izquierda a derecha:
0.5pL, 2pL, TpL extracto crudo 12D [2.77pg/ulL]; (C+) 1.5uL Control positivo Proteinasa K [0.2pg/pL]; (C-) 2pL Control negativo
agua desionizada; (M) 10pL Marcador pl de amplio rango. Las flechas indican la ubicacién de isoformas evidentes a lo largo del
gradiente de pH. Se destaca la presencia de una isoforma extrema en el rango alcalino de pH de pl=8.6 para el morfotipo 8D.

dos tradicionales empleados para la remocion de es-
tos compuestos se basan en la utilizacion de reactivos
acidos o alcalinos poco especificos y generadores de
condiciones extremas de pH, asi como el empleo de
diversos solventes organicos nocivos para el operario
y el ambiente. En ese sentido la tendencia actual a la
hora de desarrollar un protocolo de limpieza se basa
en la identificacion fisicoquimica de los componentes
de la obra ha ser removidos, y en la eleccion de un mé-
todo de limpieza controlable y especifico para cada
caso en particular. En ese contexto, la utilizacion de
proteasas para la fragmentacioén y remocion de sustan-
cias de origen proteico se convierte en una alternativa
viable a los procesos tradicionales de limpieza sin afec-
tar la estabilidad de la obra (Castineyra et al., 2004;
Decoux 2002; Segal y Cooper 1977).

En este trabajo se planted un disefio experimental en-
caminado a la identificacion y seleccion de un hongo
filamentoso que produjera una proteasa con potencial
para la remocion “limpia” de compuestos proteicos re-
siduales, a manera de detergente, de forma eficiente, es-
pecifica y econdémica. Varios de los géneros microbianos
empleados en esta investigacion han sido previamente
reportados en estudios relacionados con el biodeterio-
ro de diversos tipos de materiales y con la produccién
industrial de enzimas (Rojas et al, 2009; Gorbushina et

al., 2004; Florian y Manning 2000; Jellison y Jasalavich
2000; Szczepanowska y Cavaliere 2000; Baraznenok
et al, 1999; Berner et al,, 1997; Das et al., 1997; Zyska
1997).

La determinacion de la actividad proteolitica sobre
placas de agar Caseinato de Calcio libre de lactosa,
atendiendo las recomendaciones enunciadas por Cruz
(2008), Kudryavtseva et al. (2008), Wang et al. (2005),
y Vermelho et al. (1996) referentes a la no inclusion
de sacaridos en los medios de cultivo para evitar la
represion por catabélito y la generacion de acidos que
pudiesen afectar la viabilidad de las cepas, permitié
seleccionar aislados con potencial proteolitico y visua-
lizar la distribucion del perfil catalitico en la poblacién
de estudio. De 74 morfotipos viables evaluados el
43.2% de los aislados presentaron actividades proteo-
liticas evidentes bajo las condiciones experimentales
establecidas. De ellos, inicialmente se seleccionaron
los morfotipos 23D y 55D (Penicillium spp.) debido a
que el tamano del halo de hidrélisis excedia claramen-
te el tamano de la cepa, lo que optimizaba un futuro
proceso de purificacion y caracterizaciéon enzimatica
teniendo en cuenta que, a menor biomasa menor
fuente de proteinas y otros metabolitos contaminan-
tes, y a mayor halo de hidrélisis mayor produccion pro-
teolitica extracelular.
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Varios de los morfotipos viables no reportados pre-
sentaron un crecimiento miceliar estéril sin genera-
cion de halos de hidrélisis evidente, o no presentaron
desarrollo biolégico sobre las placas diferenciales, lo
que sugiere especializacion en otro tipo de sustratos
organicos (por ejemplo almidén, celulosa, lipidos) e
inorganicos (por ejemplo citrato, fosfato, nitrato), es-
trés bidtico por una conservacion prolongada en agua
refrigerada en el cepario del Archivo de Bogota gene-
rando baja adaptabilidad inmediata a las condiciones
diferenciales del medio, crecimiento a expensas de
reservas endogenas de energia, o produccién de pro-
teasas fuertemente asociadas a la pared celular micro-
biana (Dienes et al., 2007; Iwashita 2002; , Reichard
et al., 2000; Monod et al., 2002; Busconi et al., 1984).

Para los morfotipos seleccionados se ejecutaron culti-
vos liquidos tendientes a la produccién de proteasas
extracelulares bajo tres fases de fermentacion: gene-
racion de biomasa sobre un medio rico en peptona y
bajo en glucosa como fuentes de carbono y nitrégeno
(caldo Sabouraud modificado), seguido de un someti-
miento a estrés nutricional, culminando con una fase
inductiva sobre extracto de carne como unica fuente
de carbono y nitrogeno. Esta estrategia esta soportada
por estudios relacionados como el de Beg et al. (2002),
citado por Gupta et al. (2002), los cuales concluyen
que la produccién de proteasas para Bacillus moja-
vensis se vio incrementada en cerca de cuatro veces
cuando se empleaban métodos de fermentacion de
semi-batch o fed-batch a través de la separacion de la
fase de induccion de biomasa y produccién de protea-
sas mediante el empleo de una fase de represién nu-
tricional durante el crecimiento del microorganismo.
Asi mismo, Naidu y Lakshmi Devi (2005), citados por
Savitha et al. (2011), reportaron un incremento signifi-
cativo en la produccién de proteasas alcalinas extrace-
lulares a partir de la bacteria Bacillus sp. K30, mediante
la inclusién de extracto de carne en los medios de cul-
tivo inductivos como fuente de carbono y nitrégeno,
sobre fuentes organicas como el almidén, salvado de
arroz, caseina, extracto de levadura, y triptona.

El extracto crudo del morfotipo 23D presenté una ac-
tividad proteolitica evidente (4.3Ueq/mL) en contraste
con el extracto crudo del morfotipo 55D que present6
una actividad enzimatica depreciable (0.7Ueq/mL) a
pesar de haber sido uno de los principales productores
de proteasas mediante la estimacion de halos de hidré-
lisis durante el screening en placa. Wang et al. (2005),
Pandey (2003), e Iwashita (2002), mencionan que dada
la naturaleza de los hongos filamentosos por desarrollar-
se sobre la superficie de plantas y animales, o inmersos
en matrices complejas como el suelo, se puede esperar
que la produccion de proteinas extracelulares se vea

favorecida por el empleo de sistemas de fermentacion
solidos en contraste con los sistemas liquidos. De he-
cho, la diferencia en las condiciones de cultivo puede
alterar la expresion de genes y afectar fenotipos como
el crecimiento y desarrollo, la produccién de micotoxi-
nas, y la generacion de enzimas. Varias de las enzimas
producidas en fermentaciones liquidas generalmente
se encuentran asociadas a la pared celular del micelio,
mientras que en condiciones solidas generalmente se
encuentran secretadas en el medio de cultivo.

Aunque el perfil isoenzimatico para el extracto crudo
del morfotipo 23D presenté una Unica isoforma pro-
teolitica de pl 4.81 que hacia factible su purificacion
en el menor ndmero de pasos metodologicos posi-
bles, se decidio realizar la bdsqueda de proteasas de
pl alcalino de facil purificacion en los seis hongos fila-
mentosos “documentales” subsecuentes con mayores
factores de hidrolisis durante el screening en placa, asi
como en dos morfotipos proteoliticos promisorios se-
leccionados en un trabajo previo (Rojas et al., 2009).
Estos hongos podian presentar proteasas de mayor es-
tabilidad en procesos de biolimpieza sobre superficies
alcalinas teniendo en cuenta que varios de los proce-
sos de restauracion documental que actualmente se
emplean en el Archivo de Bogota se llevan a cabo bajo
dichas condiciones de pH.

De hecho, una de las principales caracteristicas para la
seleccion de una proteasa a incluir en los procesos de
limpieza es su pl. Es bien conocido que las proteasas
tienen un mejor desempeno cuando el valor de pH am-
biental se aproxima al pl de la enzima, sin ser esto una
generalidad (Shankar et al., 2011; Gupta et al., 2002).
El pH afecta la ionizacién de los aminoacidos, lo que
dictamina la conformacién de la estructura primaria y
secundaria de la enzima, controlando por ende su es-
tabilidad y actividad enzimatica. En ese sentido, entre
mas lejano se encuentre el pH ambiental del pl de la
proteina, mayor serd la tendencia a la desnaturacion
por: (i) reduccion de la cisteina en condiciones alca-
linas extremas; (ii) hidrdlisis de los enlaces peptidicos
proximales, generalmente, al acido aspartico en con-
diciones acidas extremas; (iii) repulsion electrostatica
intramolecular en zonas de la proteina con alta den-
sidad de carga (positiva o negativa); (iv) competencia
por sitios de unién a cofactores catiénicos debido al
incremento en la concentracion de hidroxilos, hidréxi-
dos o hidrogeniones, segin corresponda (Savitha et
al., 2011; Vesterberg 1990; Garfin 1990).

Luego de obtener los extractos crudos y evaluar los
perfiles isoenzimaticos mediante isoelectroénfoque
analitico para los ocho morfotipos seleccionados, se
pudo determinar la presencia de isoformas con puntos
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isoeléctricos predominantemente acidos en seis mor-
fotipos [12D (Stachibotrys sp.), 22D, 29D, 64D, 66D
y 73D (Penicillium spp.)], y la existencia de una unica
isoforma de pl alcalino en los dos morfotipos restantes
[8D (Chaetomium sp.), y 21D (Eladia saccula)]. En este
punto se destacé la recuperacién en la produccion de
proteasas extracelulares para el morfotipo 21D (E. sa-
ccula) con una actividad especifica de 34.2Ueq/mg, y
la “amplificacion” en la produccién de las mismas en
los morfotipos 8D (Chaetomium sp.) y 12D (Stachybo-
trys sp.), con 15.22Ueqg/mg y 13.65Ueq/mg, respec-
tivamente, mediante la ejecucién de cultivos liquidos
diferenciales continuados (presién de produccién).

La ocurrencia mayoritaria de isoformas con pls acidos
encontrada en este trabajo concuerda con los resulta-
dos obtenidos por el equipo profesional de quimicos
del laboratorio de fisica, quimica y biologia del Archi-
vo de Bogotd, cuyas investigaciones (reporte inter-
no) concluyen que los documentos que han sufrido
envejecimiento acelerado como consecuencia de su
exposicion a agentes fisicos como los rayos UV (simu-
lacion de documentos deteriorados) presentan una
disminucion gradual de pH hacia niveles acidos, lo
que finalmente favorece el desarrollo microbiano so-
bre los soportes, y consigo la produccion de enzimas
especificas que les permitan colonizar microambientes
heterogéneos circundantes. De hecho, es igualmente
conocido que los hongos en general tienden a acidifi-
car los medios sobre los que se desarrollan mediante
la acumulacion de acido citrico o acido oxalico a pH
2-6, y a controlar el nivel de acidez mediante la biosin-
tesis de de-carboxilasas para prevenir la acumulacién
de altas cantidades de acido oxalico, segtin sus necesi-
dades fisiologicas (Kudryavtseva et al., 2008).

Sin embargo, el giro de este trabajo concomitante con
la bisqueda de proteasas con caracteristicas (por ejem-
plo pH optimo de actividad enzimética, estabilidad
enzimatica, efecto de quelante y surfactantes, entre
otros) asociadas a la catdlisis y remocion de proteinas
residuales en ambientes alcalinos propios de los méto-
dos de limpieza documental a manera de detergente,
conllevo a la seleccién de las isoformas alcalinas pro-
ducidas por los morfotipos 8D y 21D como candidatas
para su purificacion y caracterizacion parcial de forma
economica y eficiente, en trabajos posteriores.

Conclusiones

El diseho experimental planteado en este trabajo ha
conducido a la seleccion de dos morfotipos proteoli-
ticos promisorios, 8D (Chaetomium sp.) y 21D (E. sa-
ccula), por cuanto fueron los Gnicos microorganismos
que presentaron una isoforma alcalina “extrema” sus-

ceptible de ser purificada, caracterizada y empleada
de forma econdmica y eficiente en la eliminacion se-
lectiva de proteinas residuales en ambientes alcalinos
(a manera de detergente), apoyando las practicas lo-
cales de restauracion y conservacion del patrimonio
cultural. Si bien este trabajo acorta la brecha existente
entre las practicas de restauracién tradicionales y las
nuevas tecnologias “limpias” basadas en la busqueda y
aplicacion de productos biolégicos altamente especi-
ficos y minimamente intrusivos, téxicos y contaminan-
tes, abre igualmente una serie de posibilidades hacia
la obtencion de enzimas de la misma naturaleza o de
diferente naturaleza con actividades hidroliticas promi-
sorias (por ejemplo amilasas, celulasas, hemicelulasas,
lipasas, etc.) haciendo uso de la biodiversidad existen-
te en nuestros sistema de archivos distritales.
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