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LINTRODUCCION 

Los residuos orgánicos del bosque y agrícolas contienen celulosa, hemicelulosa y lignina 

en una proporción de 4:3:3; el porcentaje de extracción de estos tres componentes varía de fuente 

en fuente. 
Fuentes potenciales de hemicelulosa incluyen caña de azúcar, sorgo y cultivos con alto 

contenido de almidón como el maíz, papas dulces, yuca y otros residuos forestales y agrícolas. 

Los residuos de desecho contienen hasta un 40 % de hemicelulosa como pentosas. 

Varios microorganismos están involucrados activamente en la degradación de 

hemicelulosas. La presencia de microorganismos capaces de degradar la hemicelulosa, 

particularmente los xilanos, fué reportado hace mas de cien años por Hoppe-Seyler (1889), quien 

describió un proceso de producción de gas utilizando una suspensión de xilanos de madera y 

microbios del lodo de un río. Los monómeros de varias hemicelulosas son útiles en la producción 

de diferentes antibióticos, alcoholes, alimento para animales, químicos y combustibles. Los 

requerimientos de la humanidad de químicos y alimento para animales pueden ser llenados 

mediante la utilización de desechos hemicelulósicos agrícolas e industriales . 

La mayoría de las especies fúngicas producen xilanasas y celulasas al ser cultivadas en 

celulosa pura y materiales de desecho agrícola como únicas fuentes de carbono. Se han realizado 

estudios para conseguir la optimización en la producción de xilanasas variando diversos 

parámetros como son pH, temperatura, aereación y composición del medio (1) 

2.ANTECEDENTES 

2.1 Estructura química de las hemicelulosas 

La hemicelulosa es el segundo recurso natural mas abundante de la naturaleza después de 

la celulosa. Esta se localiza en la pared celular de los vegetales y es un polímero que se encuentra 

almacenado en las semillas.(1). Se asocia principalmente a la pectina, a la celulosa y a otros 

polímeros con estructuras de mananas, glucomananas, arabinogalactanas, etc. Su composición 

química consta de pentosas (arabinosa y xilosa), hexosas ( glucosa, manosa y galactosa), ácidos 

urónicos ( galacturónico y glucurónico) y algunos desoxiazúcares ( Fig. 1). Una de las 

hemicelulosas más abundantes son los xilanos y están compuestos por la unión f3 (1,4) de 



unidades de D-xilopiranosas y con ramificación de L-arabinofuranosas mediante los carbonos 2 o 

3 de xilosa.(2) 
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Fuente Bastwade (I) 

La madera está constituida por: hemicelulosa, holocelulosa, a-celulosa y lignina ( Tabla 

1).Las hemicelulosas son heteroglucanos que consisten de D-xilosa, D-manosa, D-glucosa, 

D-galactosa, L- arabinosa, L-rahmnosa, ácido 4-0-rnetil-D-glucurónico, ácido D- glucurónico y 

ácido D-galacturónico. 

Los xilanos de maderas suaves poseen pocas cadenas ácidas laterales en comparación con 

los xilanos de maderas duras. Generalmente ,existe un grupo acetilo por cada dos residuos de 

xilosa en madera dura, pero tal acetilación ocurre en la posición 0-3 en vez de la 0-2. Casi todos 

los xilanos acetilados en pastos son desacetilados durante los tratamientos con alcalis. En el caso 

de los xilanos de maderas suaves, se observa a un grupo ácido por cada nueve a doce residuos 

de D-xilosa. Dutton y Smith (3) encontraron que las unidades fundamentales de los xilanos de 

madera suave consistían de 13 residuos de (1,4) B-D- xilanopiranosa unidos a tres residuos 

a-(1,2) L- arabinofuranosa.(1) 

Se ha aceptado que los xilanos de maderas duras son polímeros lineales. El hecho de que 

los xilanos sean capaces de formar películas fuertes debe de considerarse como indicativo de su 
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NOMBRE CELULOSA 	HEMICELULOSA LIGNINA 	ALMIDON 

% % % 

Maderas duras 40-55 25-35 25-35 

Maderas Suaves 45-50 25-35 25-35 

Pajas de pasto 25-40 25-40 10-30 
Maiz/Trigo 3-4 1-2 80-85 

Algodón 89 5 
Olote 38 26 11 
Hojas 15-20 80-85 

Periodico 40-55 25-40 18-30 

Abedul 40.9 32.7 19.3 

Abeto 46.1 24,6 26.3 

naturaleza linear. De acuerdo con Horio e Imamura una película de xilanos de haya, en su estado 

seco, tiene la fuerza tensil comparable al celofán.(4). 

TABLA 1. COMPOSICION QUIMICA DE LA BIOMASA CELULOSICA 

Fuente Vermeer et al (44) 

2.2 Extracción de las hemicelulosas 

Las hemicelulosas pueden ser extraidas de forma efectiva de los tejidos maderables de 

pastos y plantas maderables mediante un tratamiento alcalino. Sin embargo, se puede lograr la 

extracción parcial de la hemicelulosa presente en plantas mediante la utilización de agua caliente 

y/o fria o con alcali diluido. Generalmente se utilizan KOH o NaOH del 4 al 10 %. Sin embargo, 

Wilkie (5) logró la máxima extracción de hemicelulosa empleando KOH al 24 %, pero encontró 

que los grupos acetilo presentes en los xilanos de plantas y pastos se encontraban hidrolizados. 

Las fracciones extraidas con alcali diluido contenían fracciones de xilanos de bajo peso molecular, 

mientras que aquellas tratadas con alcali concentrado removían fracciones de alto peso molecular 

de forma selectiva.(1) 

Las propiedades de los xilanos son las siguientes: 

I) Los xilanos desacetilados son insolubles en agua, pero solubles en soluciones alcalinas y 

son fácilmente hidrolizados con ácidos. 
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2) Los xilanos acetilados pueden ser extraídos con agua caliente y son más solubles en 

agua. 

3) Las soluciones de xilanos no reducen la solución Fehling. 

4) Las soluciones de xilanos poseen rotación optica negativa variando de cc 78.2° a 

109.5° 

5) Los xilanos acetilados son fácilmente degradadaos por enzimas microbianas. 

Los monómeros de varias hemicelulosas son empleados en la producción de diferentes 

antibióticos, alcoholes, alimentos para animales, químicos y combustibles. (1) 

Los hongos filamentosos han sido utilizados de manera tradicional desde hace miles de 

años. Industrialmente se emplean en la producción comercial de una gran variedad de productos 

útiles para el hombre como antibióticos, enzimas y ácidos orgánicos entre otros. Asimismo, 

poseen una gran versatilidad bioquímica y metabólica, que les permite adaptarse a diversas 

condiciones que incluyen condiciones que extremas limitan el desarrollo de muchos 

microorganismos. Los hongos también pueden ser empleados para la descomposición de materia 

orgánica, la degradación de hidrocarburos, tartamientos de aguas residuales, etc. 

Dentro de este grupo de microorganismos destacan los géneros Aspergillus y Penieillitun, 

por el sinnumero de aplicaciones que actualmente se han desarrollado con ellos y por su gran • 

potencial pueden ser utilizados como modelos de expresión y secreción de diversas moléculas de 

interés biológico. 

2.3 Género Aspergillus 

El género Aspergillus• es de los que presentan una mayor distribución geográfica, 

encontrandose desde las regiones árticas hasta el Ecuador. Son de los hongos mas omnívoros que 

existen, capaces de asimilar como alimento una enorme variedad de sustancias debido al gran 

número de enzimas que pueden producir para degradarlas. Los dos requisitos principales que 

deben de tener los diferentes sustratos para que se desarrollen estos hongos son la presencia de 

algún tipo de materia orgánica y un poco de humedad. Si ambos factores están presentes pueden 

crecer en casi cualquier sustancia, afectando el bienestar del hombre en multitud de maneras. 

Algunas especies se desarrollan en granos, semillas y alimentos para humanos y para animales 

domésticos en los que, además de provocar su descomposición, producen sustancias tóxicas 

llamadas micotoxinas. 

Algunas especies crecen en artículos de piel, telas, papel y otros productos 

manufacturados provocando su deterioro y reducción de valor, impartiendoles un característico 
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olor á moho. 

Algunas especies son patógenas para el hombre y animales y pueden producir infecciones 

denominadas colectivamente aspergilosis, siendo la pulmonar la mas seria. 

Debido a las grandes actividades enzimáticas de los aspergilos, varias especies son 

utilizadas en diversos procesos industriales para la elaboración comercial de productos que 

abarcan desde ácidos orgánicos hasta enzimas, antibióticos y alimentos fermentados de varias 

clases, estos útlimos principalmente en países orientales. Por ejemplo, los ácidos cítrico y 

glucónico son sintetizados en una escala industrial utilizando cultivos seleccionados de A. niger; la 

salsa de soya y otros productos fermentados similares, como la salsa tamari, son elaborados con la 

intervención de A. ory:ae y A. tamarii. 

Junto con Penh:Mi:1m, son el género dominante en alimentos almacenados, siendo capaces 

de sobrevivir en situaciones de baja actividad de agua y altas temperaturas (7). 

Debido a que los aspergilli son hongos filamentosos algunos factores extrínsecos poseen 

una profunda influencia sobre su crecimiento y biosíntesis de micotoxinas, pudiendo ser los 

siguientes: agua, temperatura, pH y composición de los gases. 

a) Aw: La actividad del agua puede afectar a la germinación de diferentes formas: 

* El Aw mínimo para la germinación. 

El tiempo lag antes de la germinación. 

* La razón de extensión del túbulo germinal. 

b) Temperatura: El género Ayergillus crece normalmente en temperaturas que oscilan 

entre los 15 y los 30 ° C. Sin embargo, algunas especies son capaces de crecer a temperaturas por 

arriba de éste rango. Especies de A. fumigar/1s han sido aisladas del suelo caliente del desierto, 

paja, de los pulmones de aves, de fetos abortados de mamíferos y de combustible de avión. 

Por otro lado, especies de A.spergillus pueden sobrevivir a 4 °C por lo que pueden ser 

conservados en refrigeracion. Algunos microorganismos son dañados por los efectos del 

congelamiento, algunos no son capaces de recuperarse. Los Aspergillus si son afectados por el 

congelamiento pero son capaces de sobrevivir el estrés causado por éste fenómeno. 

e) pH: Los niveles de pH son diticiles de controlar, ya que el crecimiento fúngico en sí 

resulta en un cambio en el pH del sustrato. De hecho, la adición de conservadores a los alimentos 

pueden afectar sus procesos metabólicos modificando los limites de Aw en los cuales la 

germinación y el crecimiento ocurren. A. Pilger puede crecer en un rango de 1.5 a 9.8 , A. 

candidus en uno de 2.1 a 7.7 y E. repens en uno de 1.8 a 8.5. (6) 
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Se ha visto que varias especies del género Aspergillus son productoras de diversas 
enzimas: (Tabla 2) 

TABLA 2. ENZIMAS PRODUCIDAS POR ASPERGILLUS 
GENERO 
	

ENZIMAS QUE PRODUCE E,C, 
IUB No. 

Aspergillus niger 	 a-amilasa 3.2.1.1 
y-amilasa 3.2.11 
Amiloglucosidasa 
Catalasa 1.11.1.6 
Celulasas 3.2.1.4 
a-galactodidasa 3.2.1.22 
I3-galactosidasa 3.2.1.23 
f3-glucanasa 3.2.1.6 
Glucosa oxidasa 1.1.3.4 
Hemicelulasa 3.2.1.26 
Lipasa 3.1.13 
Pectinasa 3.2.1.5 
Proteasa ácida 3.4.23.6 

Tanasa 3.1.1.20 
XILANASA 3.2.1.32 

Aspergillus oryzae 	 a-amilasa 3.3.1.1 
y-amilasa3.2.11 
amiloglucosidasa 
13-galactosidasa 3.2.1.22 
13 -glucanasa 3.2.1.6 
Hemicelulasas 3.2.1.78 
Invertasa 3.2.1.26 
Lipasa 3.1.1.3 
Pectinasa 3.2.15 
Proteasa alcalina 3.4.2.14 
Proteasa ácida 3.4.23.6 

Aspergillus phoenicis 	 Amiloglucosidasa 3.2.11 
Aspergillus sojae 	 Celulasas 3.2.1.4 
Aspergillus saitoi 
	

Hemicelulasas 3.2.1.78 
Aspergillus ochraceus 	 Pectinasa 3.2.1.15 
Aspergillus /lavas 
	

Proteasa alcalina 3.4.21.14 
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En particular, los hongos del género Aspergillus tienen gran capacidad para la secreción 

de diversas moléculas. Se les considera organismos GRAS ( Generally recognized as Safe), y se 

tiene el conocimiento genético fundamental de algunas especies, lo que permite su manipulación a 

nivel molecular. Se han utilizado tanto de manera tradicional como en la producción de muchos 

productos. 

2.4 MORFOLOGIA DE ASPERGILLUS: 

División: Eumycota 11 

Subdivisión: Deuteromycotina 

Deuteromicetes 

Clase: Hyphomycetes 

Orden: Moniliales 

Familia: Moniliaceae 

Género: Aspergillus 

Raper and Fennell (1965) reconocen 132 especies y 18 variedades en el género. Estas 

pueden ser clasificadas en 18 grupos todas con características en común. Las características son : 

1. Color de la cabeza: Negra, blanca, amarilla y varios tonos de verde. 

2. Forma de la cabeza: Globosa, radiada y columnar suelta o compacta. 

3. Malicies en serie: Simples o dobles. 

4. Forma de la vesícula: En forma de clava, globosa, subglobosa, subclava,espiral, hemiesférica o 

plana y con o sin contracción en el conidioforo inmediatamente abajo de la vesicula. 

5. Conidioforo: Suave o rugoso, con color o incoloras. 

6. Células de Hülle: Presencia o ausencia . (9) ( Fig 2). 

Iiifa I  
I I 

(1.:1 

Fig 2. Panes de Aspergillus 
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2.5 TIPOS DE XILANASAS: 

Las enzimas que degradan la hemicelulosa son conocidas como hemicelulasas: son 

definidas y clasificadas de acuerdo con el sustrato específico sobre el que actuan. Se les agrupa 

como glucan hidrolazas (EC 3.2.1). 

Las L-arabinasas degradan solamente arabinanos; las D- galactanasas degradan galactanos 

y L-arabino-D-galactanas; las mananasas hidrolizan las uniones P-(1,4)-D-manopiranosa de las 

mananas y las 13-xilanasas desdoblan las uniones p-(1,4)-D- xilopiranosil de los xilanos. (1) 

Las xilanasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, ya que están 

presentes tanto en procariotes como en eucariotes. Dentro de los eucariotes se han encontrado en 

protozoarios, caracoles y semillas de plantas en germinación, asi como en hongos. Dentro de los 

procariotes se han encontrado en bacterias y cianobacterias de ambientes marinos. Se han 

estudiado xilanasas intra y extracelulares de varios hongos y bacterias.( I) 

TABLA 3.-MODO DE ACCION DE LOS DISTINTOS TIPOS DE XILANASAS 

I 13XILOSIDASA Degradan 	xiloligómeros 	cortos a 	xilosa 	y 
poseen actividad de transferencia sustancial. 

EXOXIL ANAS AS Producen 	xilosa a 	partir de 	xilanos y 	no 
poseen actividad de transferencia. 

ENDOXILANASAS Existen 4 tipos: 
A)  No pueden cortar ramificaciones que inician 

con L-arabinosil y producen xilosa y xilobiosa 
como productos finales. 

B)  No pueden cortar ramificaciones y producen 
oligómeros mas grandes que dimeros 

C)  Cortan ramificaciones y producen 	xilosa y 
xilobiosa. 

D)  Cortan ramificaciones y producen oligómeros 
de tamaño intermedio. 

Fuente Murray et al (45) 



2.6 Xilanasas microbianas- 

Las D-xilanasas ( E.C. 3.2,1.8 , 1,4 -f3-xilan xilano hidrolizas) son capaces de hidrolizar 

lasuniones (1,4)-3-D-xilanopiransil de la 4-O-metilglucuronoxilano. 

Los micoroganismos producen D-xilanasas asi como otras hemicelulasas siendo tanto 

constitutiva como inducibles. Las enzimas que se encuentran en cantidades esencialmente 

constantes bajo diversas condiciones de crecimiento se denominan constitutivas, mientras que las 

enzimas inducibles se forman en respuesta a la introducción del sustrato sobre el que actúan. 

Muchos organismos producen mas de una endoxilansa, y las endoxilanasas tienen diferente 

especificidad por distintos sustratos. Por ejemplo, Comtat (10) aisló nueve xilanasas de cultivo de 

Sporoirichum dimorphosporum. John et al(1 I ) aislaron seis xilanasas de Aspergillus niger. Estas 

enzimas parecen hidrolizar sinergisticamente a los xilanos. Las curvas de pH de las xilanasas eran 

muy distintas entre sí variando su pH óptimo desde 4.0 a 6.5. Las enzimas degradan 

arabinoxilanos por un endo mecanismo produciendo L-arabinosa, D-xilosa, xilobiosa y una 

mezcla de oligosacáridos ramificados de arabinoxilosa y D-xilosa. Dos de las xilanasas poseían 

una amplia capacidad de degradar a diferentes sustratos incluso eran capaces de degradar celulosa 

cristalina. Por otro lado la Í3-xilosidasa poseía una actividad óptima a pH 6.7 a 7.0 a 42 ° C. 

2.6.1 Xilanasas de hongos 

Dentro de los hongos se han estudiado diversos géneros Chrysosponum ( 13), Seleraticum 

(14), Aspergillus (15) y Aureobasidium (16), levaduras y bacterias filamentosas y discretas (17). 

Según Bailey et al( 12) se encontraron altos niveles de xilanasa en Aspergillus foetidu.s.  

VTT-D-71002 que aparentemente es no celulósica y por lo tanto podría ser una posible fuente de 

hemicelulosas libres de celulasa para su posible utilización en la industria del pulpeo. 

En esta especie de Aspergillus se encontró que la mayor producción de xilanasas fué 

utilizando un análogo de la xilobiosa la 0-metil-D-xilosido que resultó ser el mejor inductor. 

Por otro lado Nakanishi e: al (18) encontraron una xilanasa extracelular producida por 

CinEococcusflartis, la cual posee un pH óptimo de 4.5 y es estable en un rango 3 a 8.0 siendo su 

temperatura óptima de 55 °C. La enzima resultó ser especialmente activa sobre varios 

xilooligosacáridos (xilotriosa sobre todo ) y xilanos e inactiva sobre celulosa, almidón y 

arabinosa. Su patrón de hidrólisis sobre varios xilooligosacáridos ( desde xilobiosa hasta 

xilopentaosa) y xilanos demostró que éste enzima es del tipo endo y que posee actividad trans- 



xilosidica. 

Gosh et al (19) encontraron que Aspergillus syclowii MG-49 produce la xilanasa (EC 

3.2.1.8) y la ji-xilosidasa (EC 3.2.1.37) en un periodo corto de incubación (72 hrs),cultivadada en 

xilanos como única fuente de carbono. Se encontró que la xilosa ( producto de degradación de los 

xilanos) puede inducir la producción de ambas enzimas xilanoliticas. La xilanasa producida era 

excretada extracelularmente mientras que la fl-xilosidasa se localizó en el interior del micelio, a 

diferencia de otros microorganismos donde ésta es extracelular. El pH óptimo para la producción 

de ambas enzimas era de 4.0 mientras que la temperatura era de 30°C. Sin embargo,ambos 

enzimas mostraron características termoestables teniendo su actividad máxima in vitro a 60°C. La 

producción de la xilanasa se encontró fuertemente influenciada por la adición de algunos 

aminoácidos en el medio de fermentación y además no producía celulasas. 

Milagres el al (21) encontraron que Penicillium janthinellum es un buen productor de 

xilanasas comparable con T.reesei. Su actividad era inducida por xilanos,bagazo de caña de 

azúcar o xilosa. La inducción por xilanos era reprimida por la presencia de xilosa o glucosa. Las 

• condiciones óptimas de actividad xilanolitica fué una temperatura de 40°C y un pH de 5.5. 

Además no se encontró actividad endocelulolitica. 

Según Herzog el al(3l) en T.reesei tanto los productos de degradación de los xilanos y 

de la celulosa sinergisticamente inducen a la formación de xilanasa. En el caso de Trichoderma 

langibrachiatum se encontró que al ser cultivada sobre lactosa mas xilanos producia tanto • 

celulasas como xilanasas, pero se obtuvieron altos niveles de xilanasas al ser crecidos en pulpa de 

madera al 1% a pH de 7.0. La máxima actividad se observó a pH de 4.8 a 5.5 a 55°C. Se ha 

observado que el mecanismo de la endoxilanasa podría ser como sigue: 

McCarthy el al (1985) investigaron cuatro actinomicetos termofilicos para la producción 

de xilanasas utilizando xilanos y oligosacáridos como inductores. Ellos sugirieron que una 

pequeña cantidad de actividad xilanolitica constitutiva puede generar xilooligosacáridos de bajo 

peso molecular a partir de xilanos y que éstos pueden actuar como inductores para aumentar la 

producción de xilanasas.Sin embargo, la xilosa falló como inductora de xilanasas, así como la 

glucosa, galactosa y fructosa cuando eran empleadas como única fuente de carbono ( 1). 

Debido a que los xilanos son incapaces de entrar a la célula microbiana, la inducción de 

xilanasas es estimulada por fragmentos de bajo peso molecular de los xilanos, los cuales son 

producidos en el medio por una pequeña cantidad de enzima producida constitutivamente. 
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2.6.2. Xilanasas bacterianas 

Biely y Petrakova (20) probaron diferentes inductores para j3-xilanasa producida por 

Coptococcus albidus encontrandose que ésta es inducida por compuestos que contengan 

unidades P-xilopiranosilo en su porción no reductora. Aunque esto no significa que todos sirvan 

sino que también depende de su estructura aglicona. En C. albidus tanto la (3-xilanasa como 

la 	13-3xilosidasa son inducibles por isómeros posicionales Xi1P1-4xy1 pero resultó ser mejor 

xi101-4 ara ya que su periodo de incubación es corto. 

Según Keskar el al (22) en las xilanasas producidas por una cepa de Streptomyces 77 

encontraron que hay un residuo de triptofano y uno de cisteina en el sitio de unión del sustrato. 
Además ,mencionan que lo mismo ocurre con las lisosimas y las celulasas por lo que sugieren una 

relación entre las tres. 
Biely y Petrakova (20) dicen que la xilobiosa es el inductor de enzimas xilandegradativas 

así como la celobiosa es el inductor de enzimas que degradan la celulosa. Sin embargo, en algunos 

casos la aplicación de estos oligosacáridos no asegura una alta síntesis de enzima debido al 
metabolismo de las células de estos oligosacáridos y su represión catabólica subsecuente. Se ha 
visto que los isómeros posicionales resultan ser mejores inductores. Así mismo encontraron que 
en algunos microorganismos la soforosa (2-0- P-D-glucopiranosil-D-glucopiranosa) es un 

inductor mas eficiente para celulasas que la celobiosa. Así también la alolactosa, un isómero 

posicional de la lactosa, se conoce como un excelente inductor de 13-galactosidasa en E. coli. 

Tanto la alolactosa como la soforosa se forman de la unión 1,4 beta de sus dímeros mediante 

reacciones de transglicosilación catalizada por las P-glicosidasas en sus respectivos sistemas 

celulares. 

También se han encontrado xilanasas termoestables de bacterias termofilicas, tanto 
anaerobias como aerobias. La xilanasa producida por !Medita thermoalkalophilus es 

óptimamente activa a 70 C y p11 6 a 7.0 ( 24). Las xilanasas de una bacteria termofilica estricta 

Caldocellum saccharolyticum tiene una temperatura óptima de 70°C y un pH óptimo entre 5.5 y 

6.0 (22). 

Simpson ei al (26) describieron una xilanasa extremadamente termoestable de 

ihermotoga.sp activa a 105°C y pH de 5.0 a 5.5. 

Los miembros del género Dictyoglomus representan a un grupo relativamente nuevo de 

bacterias termofilicas anaerobias productoras de xilanasas (27). 

Sunil y Sunil (28) encontraron que Cellutumonas fimi producía tres xilanasas (A,13 y C), 
pero que su cantidad era mayor al crecerlo sobre carboximetilcelulosa y xilanos. Además que 
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existe una represión catabólica sobre la actividad xilanolitica al agregar glucosa, celobiosa u otro 

sustrato fácilmente metabolizable al medio durante su crecimiento sobre CMC. 

La xilanasa A poseía una temperatura óptima de 45°C y un pH de 5.0, la xilanasa B 

poseía una temperatura óptima de 40 °C y un pH de 6.5 y la xilansa C poseía una temperatura 

óptima de 45°C y un pH de 5.5 a 6.5. 

En bacterias se han estudiado diversas especies de Streptomyces sp ya que son muy 

abundantes en vegetales en descomposición y en el suelo. Se han encontrado que Streptomyces 

lividans es un buen productor de xilanasas así como Streptomyces xilophagus y especies de 

Chainia. Grabski y Jeffries (29) dicen que la especie que resultó ser la mejor en cuanto a la 

producción de xilanasas es Streptomyces roseiscleoticus además de que produce pocas o ninguna 

de celulasas y es termoestable mostrando una buena actividad a pH alcalino. Aunque posee una 

desventaja que es la presencia de pigmentos,los cuales hacen dificil su purificación. También se 

encontró que esta p-1-4-endoxilanasa mostró alta actividad sobre xilanos pero muy baja actividad 

sobre celulosa hinchada con ácido. Siendo su pH óptimo de hidrólisis sobre arabinoxilano de 6.5 a 

7.0 y una temperatura de 70 °C. 

La inducción de enzimas xilanoliticas en diferentes células microbianas es regulada por 

diversos compuestos como son alquil o aril-B-D-xilosidos en Streptomyces sp ( Nakanishi et al , 

1976) y metil-B-D-xilosidos en Cryptococcus alhidus (20). 

2.7 Mecanismo de acción de las xilanasas 

La endoxilanasa 1 (EXI) se une a la superficie del micelio siendo entonces constitutivas 

(30) y pudiendo entonces atacar xilanos cuando estos se encuentren disponibles. A diferencia de 

la celulosa, que es solamente atacada por la conidia y sus celulasas asociadas, la degradación de 

los xilanos puede ser inducida tambien en el micelio. 

El producto final principal del ataque del EXI, es la xilobiosa, la cual puede entrar a la 

célula y promover la biosíntesis de mas EXI, mediante su acción a un nivel pre tranduccional. La 

xilosa formada por la B-xilosidasa unida a la pared también induce bajos niveles de EXI. La 

xilobiosa es muy probable que sea acarreada por un transportador disacárido a-unido, el cual 

también transporta celobiosa y soforosa. Además los requerimientos estructurales para el inductor 

parecen ser muy relajados ya que otros disacáridos 0-unidos son capaces de inducir la secreción 

de un poco de EXI. Aparentemente la unión de EXI con la conidia no es indispensable para el 

crecimiento en xilanos ya que al ser eliminado con detergentes no impide la habilidad de la conidia 

de germinar en xilanos como fuente de carbono. 
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En realidad existen muchas teorías de como es el mecanismo de acción de las xilanasas: 

Otro grupo de investigadores proponen otro mecanismo son Wang et al (32) . Dicen que en 

5'irepionwees cyaneus se producen 3 xilanasas ,la xilanasa 1 y II son inducidos por xilanos pero no 

por la xilosa o metil-P-D-xilosido. Su producción también es reprimida por glucosa. La xilanasa 

III es constitutiva, pero su producción es parcialmente reprimida por la glucosa. Se propone que 

la xilanasa 111 actua sobre los xilanos produciendo inductores para las xilanasas I y 11, funcionando 

como sensor. 

Comtat et al (33) probaron la acción de una xilanasa encontrando una posible explicación 

de su forma de actuar, confirman lo que otros autores han propuesto acerca de que la unión 

glicosidica del lado izquierdo de la molécula es mas facilmente hidrolizable por las xilanasas. 

Conforme la xilobiosa se acumula como producto final de la hidrólisis y que los heterosacáridos 

mas pequeños son Ara-Xil2 y Glc-Xi13, es posible concebir que el grupo xilotriosil es necesario 

para que la hidrólisis se lleve a cabo. Para poder justificar la presencia de los oligómeros, éste 

componente trisacárido debe de tener su residuo xilosil (1) en el lado izquierdo y sustituido en O-

2,(11) insustituido en 0-2 y 0-3, y el residuo 11 ramificado o sin ramificar.El corte se realiza entre 

los residuos 11 y 111. Y que por lo tanto el sitio de unión de la xilanasa acomoda al residuo de 

xilobiosa sin considerar la presencia del sustituyente en 0-3(1). Cuando el sustituyente está en O-

2 del residuo xilosil I, las dos uniones glicosidicas de la derecha de éste residuo ramificado no son 

accesibles para el enzima. 

Por otro lado Wong el al (34) dicen que es posible que los sustituyentes tengan un papel 

importante en la unión enzima-sustrato y que esto ayude a la acción de la xilanasa. De hecho, se 

ha visto que esta pudiera ser la razón del porque tres xilanasas tienen preferencia por xilanos 

ramificados. Sin embargo, estas conclusiones son díficiles de amillarar ya que el grado de 

sustitución también es directamente proprocional a la solubilidad, siendo ésta última otra 

propiedad de los xilanos que infiuyencia la hidrolisis enzimática. Las actividades de las xilanasas y 

13-xilosidasas dependen de el largo de la cadena de xilooligosacáridos. 

Okasaki el al (30) han trabajado con cuatro cepas de distintas de Badilas spp con una 

temperatura de 45 a 50°C y un pH de 10. En estos estudios encontraron que las xilansas 

producidas por éstas cuatro cepas están formadas por dos componentes. De éstas cuatro cepas se 

tomaron dos,por ser las más representativas "1 y W2). Al medir el pH W1-1 y W2-I poseían 

una actividad óptima a pH 6.0. Por otro lado, W1-11 y W2-11 poseían actividades elevadas a pH 

alcalinos. WI-11 era más activa a pH 7 a 9.6. Al realizar pruebas de estabilidad al pH las cuatro 

resultaron ser estables en un rango de pH de 4.5 a 10. Lo que respecta a su temperatura óptima 

para W I -1 y W2-I fué de 65°C y para W1-11 y W2-II fué de 70°C. Durante la hidrólisis, en las 
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primeras etapas se producían xilooligómeros de alto peso molecular, conforme iba avanzando la 

hidrólisis . Con W1-1 y W2-I los productos finales de la hidrólisis fueron xilobiosa (X2), 

Xilotriosa(X3), Xilotetraosa(X4) y Xilopentaosa(X5), sin embargo, xilosa(X1) no se produjo.Por 

otro lado con WI-11 y W2-II los productos finales X1,X2,X3 y X5. 

En otros estudios realizados con ayuda de las endoxilansas purificadas del hongo café 

Tyromyces palusiris, los azúcares neutros en los hidrolizados eran xilosa y xilobiosa en una 

proporción de 1 a 4. Los principales azúcares ácidos fueron ácido 4-0-metil-D- glucurónico y 

0-(4-0- Me- cz-GIcAp)-(l,2)-0- 	 a-D-GIcAp)-(1,2)-0- 

-D-Xilp(1,4)-D-Xi1,0-(4-0-Me- a-D-G1cA)-(1,2)-0- P-D-Xylp-(1,4)-0- 13D- 	xiipom-o- 
-D-Xilp(1,4)-D-Xil estuvieron presentes en baja cantidad. 

Estos ácidos aldourónicos acarrean al residuo ácido 4-0- metil-D-glucopiransilurónico a 

la porción no reductora de la xilosa. Este hecho indica que las xilanasas poseen una alta afinidad 

por las uniones 13-(1,4)-xilosidicas. Por otro lado las dos uniones l3-(1,4)-xilosidicas en la 

vecindad derecha de la cadena ácida son muy resistentes a la acción enzimática debido al 

impedimento estérico del sustituyente. 

La hidrólisis de los xilanos de maderas suaves con xilanasas homogeneas ha sido 

estudiada por varios investigadores. Debido a que los xilanos de madera suave contienen una 

porción arabinofuranosido además de la porción del ácido 4-O-metil-D- glucopiranosilurónico los 

productos de hidrólisis son mucho mas complejos que aquellos obtenidos con maderas duras. Al 

utilizar xilanasas altamente puras se producen altas cantidades de xilobiosa y xilosa a partir de los 

xilanos después de la producción de xilooligosacáridos de varias longitudes. Este 

endo-mecanismo es obstruido por la L-arabinotbranosa y el ácido 4-0-metilglucurónico dando 

como resultado la formación de una mezcla de los oligosácaridos de arabinosa-xilosa 

(GIcA-Xyln). 

De acuerdo a algunos reportes, parece ser que la acción de las xilanasa es diferente entre 

sí, dando un grado diferente de hidrólisis para los xilanos-arabino-(4-0-metilglucurono) y por lo 

tanto distintos productos de hidrólisis. 

Debido a que las estructuras de los residuos xilosilicos de los xilanos difieren levemente de 

aquellos residuos glucosidicos de la celulosa, algunas preparaciones de enzimas altamente 

purificadas de T viride, C.paradoxa,A. Inger y &Mins ap han mostrado la capacidad de 

degradar xilanos, Carboximetilcelulosa y celulosa. 

Algunas endo-xilanasas homogeneas son capaces de escindir uniones L-arabinosilicas, 

dando como producto L-arabinosa, mientras que otras preparaciones homogeneas no son capaces 

de desramificar xilanos.(4) 
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Las enzimas xilanoliticas incluyen endo y exoglicosidasas:1,4- P-xilanasa EC3.2.18, f3-

xilosidasa (EC3.2.1.37) y a-arabinosidasa (EC3.2.1.55), acetil xilanesterasa y a-glucuronidasa. 

Según estudios realizados por Poutanen y Puls (36) y Viikari el al (37) se ha observado que el 

acceso de las enzimas en madera o pulpa puede estar limitada por varios factores. Se ha visto que 

el principal factor limitante de este acceso es la superficie especifica (37), porosidad de la 

fibra(38) y el tamaño de los poros medios (39). Asi como la organización molecular de los demás 

componentes de la madera o de la matriz de la pulpa, la presencia de celulosa y lignina pueden 

limitar el acceso del sustrato a las enzimas. 

La completa degradación de los danos requieren de la acción de diversas enzimas, sin 

embargo el enzima clave es la endo-1,4- í3-xilanasa (EC3.2.18) despolimerizadora 

2.8 USOS DE LAS XILANASAS: 

Las xilanasas se utilizan en la industria de los alimentos y en la remoción de xilanos de la 

pulpa de madera y otras fibras vegetales, así como en el proceso de blanqueo en el papel o bien 

para mejorar las propiedades de la fibra. 

Las xilanasas juegan un papel importante en la descomposición de material vegetal 

mediante microorganismos. Se pueden lograr mejoras en la bioconversión de biomasa en 

combustible y químicos si el componente hemicelulósico de la biomasa, el cual incluye xilana, es 

usado. Esta aplicación, y la licuefacción de frutas y vegetales, requiere de una actividad conjunta 

de sistemas enzimáticos (xílanasas,celulasas y pectinasas). Las celulasas deben de estar ausentes si 

las xilanasas son usadas para eliminar el xilano de la pulpa de madera durante la elaboración del 

papel. De esta manera el xilano de la pulpa da como resultado etluentes que contienen 

xilanos.(41) 

Actualmente ha aumentado la preocupación por la contaminación del ambiente con todo 

tipo de residuos tóxicos de las diferentes industrias. El empleo del cloro y sus compuestos 

(hipoclorito de sodio y otros) para blanquear la pulpa de papel causa una serie de reacciones 

químicas que aún cuando se recicle el ácido clorhídrico; las cloraminas como tales son liberadas al 

medio. Si bien la toxicidad de las diversas cloraminas es baja; existen en la naturaleza 

concentradores biológicos y una vez que ingresan a la cadena alimenticia tendrán el efecto de 

dañar a diversas especies y por tanto afectan la biodiversidad logrando inclusive extinguir 

localmente algunas especies. Vermeer,K. et al (44) han estudiado aves corriente abajo de las 
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fábricas de papel y han encontrado daños en higado, riñón y gónadas, como ya se mencionó 

anteriormente . 

Por ello se buscan métodos alternativos para el blanqueo del papel. Actualmente se está 

explorando la posibilidad de utilizar a las xilanasas para blanqueo de pulpas sin los inconvenientes 

de los compuestos a base de cloro. 

Las xilanasas reducen el consumo de compuestos quimicos para el blanqueo en un 30 a 50 

% en pulpas de madera dura y 20 a 30 % en pulpas de madera suave. Las xilanasas son las 

enzimas más eficientes hasta ahora estudiadas ( Viikari et al, 1987; Kantelinen et al, 1988 ). 

El blanqueo es el proceso por el cual se elimina la lignina residual de la pulpa. Esta lignina 

residual está unida covalentemente a los fragmentos reactivos de los carbohidratos en la pulpa 

(11). Conforme el cocimiento de la pulpa avanza, los xilanos se precipitan en la superficie de las 

fibras de celulosa (1 I) entrampando productos de degradación en la matriz, Estos imparten el 

caracterirtico color café a la pulpa. Es por esto que se requiere de hacer un blanqueo, logrando 

con ello que el papel sea blanco. 

Durante la elaboración del papel a partir de madera se requiere de la separación de las 

fibras de la madera y después su reconstrucción a una hoja. En la madera la lignina mantiene 

unidas a las fibras; estas pueden ser separadas ya sea por degradación y eliminación de la lignina 

(pulpeo químico) o físicamente rompiendo las fibras ( pulpeo mecánico). Ambos métodos 

presentan diversos inconvenientes, por ejemplo en el pulpeo mecánico disminuye la fuerza de las 

libras, reversión en el brillo y un requerimiento alto de energía es por esto que se están buscando 

nuevas alternativas. Debido a que la madera y otras materias primas utilizadas en el pulpeo del 

papel son degradados de forma natural, se pensó que las xilanasas podrían resultar útiles para el 

proceso del pulpeo. 

El pulpeo mecánico usualmente consiste de dos fases. En la primera ( refinado primario ) 

rompe la madera a fibras individuales. Subsecuentemente, la fase de refinado secundario suelta la 

estructura de las paredes de las fibras incrementandose así su flexibilidad y fibrilación de la 

superficie de las fibras, Estos efectos aumentan la fuerza de unión de las fibras. 

Actualmente se han estudiado los efectos del tratamiento biológico a la pulpa mecánica en 

bruto después del refinado primario. Se han tratado las pulpas con diversos hongos ligninolíticos 

como árameles versicolor, P. chryso.sporium y Pleurottis ostreatus. El tratamiento con 

P.chrysosporium redujo la energía requerida para el refinado secundario de la pulpa. Se han 

comparado los resultados obtenidos al emplear los hongos lignino-degradantes antes y después 

de la desfibración. Los efectos del post-tratamiento en la fuerza y reacción durante el refinado 

fueron muy buenos, sin embargo, en todos los hongos estudiados en el pre-tratamiento resultaron 

ser más eficaces al aumentar la fuerza de la pulpa. No nada más hubo una disminución en la 

energía requerida sino también una mejora en algunas de las características 	(libertad 
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"freeness",Largo de rompimiento "breaking lenght" e indice de explosión "burst índex) del papel 

obtenido , excepto en el brillo. Una de las características que más atención ha atraido es que se 

eliminan los desechos que son tan difíciles de tratar.( l 2) 

La habilidad de los hongos madero-degradadores para hidrolizar la celulosa, hemicelulosa 

y lignina sugiere que podrían utilizarse en el tratamiento de residuos de industrias utilizadoras de 

lignocelulosa. Estos hongos no son parte de la flora microbiana de los sistemas actuales de 

tratamiento de residuos. 

En Finlandia se ha desarrollado un proceso fúngico para convertir los licores de desecho 

del proceso de pulpeo al sulfito en biomasa rica en proteínas. Esta ha sido utilizada con éxito en 

pollos. 

También se ha desarrollado un proceso para convertir agua de desecho usada en la 

elaboración del tablero de fibra a un alimento para animales rico en proteína utilizando 

5'porotrichum pulverulenium. El desecho consiste en una mezcla de azúcares y oligosácaridos 

ácidos de bajo peso molecular y partículas lignocelulósicas suspendidas. El producto se usa para 

rumiantes y además posee un alto valor nutricional para animales monogástricos. (45). 

Debido a que la hemicelulosa es mas fácilmente hidrolizada con ácido y bajas temperaturas 

el uso de las hemicelulosas para producción de azúcar ha causado un poco de entusiasmo. Desde 

el punto de vista del proceso la hemicelulosa es mas fácil de hidrolizar que el almidón. En el caso 

de la sacarificación del grano la masa tiene que ser calentada hasta 1200  C para poder tener todo 

el almidón gelatinizado y luego hidrolizarlo con ácido o con enzimas. En el caso de la 

hemicelulosa una alta temperatura es indeseable en presencia de ácido porque la xilosa y arabinosa 

son degradadas y convertidas por el calor y el ácido en furfural y materiales poliméricos inútiles. 

Este furthral tiende a inhibir la fermentación de levaduras. Por lo que se ha visto que trabajando a 

bajas temperaturas y ácido diluido solubiliza una fracción significativa de celulosa sin la formación 

de thrfural (46). 

Otro uso que se le está dando a las xilanasas es en la elaboración de pan. Según Mutsaers 

el al (48) uno de los constituyentes polisacáridos del endosperma del trigo es arabinoxilanos 

(pentosanos). En el trigo el arabinoxilano representa de un 2 a un 3% (w/w) del harina total. De 

estos el 0.5 -0.8 % (w/w) es soluble en agua. El interés de los arabinoxilanos en la elaboración del 

pan radica en su capacidad para retener agua. Esta absorbe alrededor de un tercio del agua 

adicionada a la masa. Por lo que una hidrólisis enzimática parcial de estos arabinoxilanos con 

xilanasas (producidas por A. niger ) liberan agua. Ahora bien,si ésta agua es liberada en el 
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momento adecuado durante el horneado el resultado es una firmeza de la miga reducida, aumento 

de la estructura de la miga y aumento en el volumen de la hogaza. 

También se ha utilizado la xilosa producida a partir de hemicelulosa para la elaboración de 

etanol. Así como otros azúcares de la hemicelulosa han sido utilizados en la fermentación para 

producir acetona y butano' por Clostridium, xilitol por Candida y 2,3-butanediol por Klebsiella 

pneumoniae.(43) 

2.9 Regulación de la Síntesis de silanasas 

En su habitat natural, la célula se enfrenta a una diversidad de fuentes potenciales de 

energía. La supervivencia de una especie en este ambiente competitivo ha resultado de capacidad 

para adaptarse a su medio ambiente. Produciendo la maquinaria enzimática para la degradación de 

una amplia gama de compuestos orgánicos. Esta maquinaria está regulada por mecanismos que 

responden directa o indirectamente al medio ambiente. Las enzimas involucradas en el 

catabolismo de ciertos compuestos pueden ser sintetizadas solo cuando están presentes el sustrato 

o bien sustratos análogos; estos últimos son aquellos que la enzima no puede atacar pero inducen 

la producción enzimática. Gracias a éste proceso de inducción, las enzimas son rápidamente 

formadas cuando son necesarias. En la represión catabólica, la síntesis de enzimas es suspendida 

cuando se ofrece al organismo energía catabolizable.El crecimiento ocurre con una fuente de • 

energía y cuando esta se termina utiliza otra. La represión catabólica involucra al AMP cíclico que 

estimula la síntesis de un gran número de enzimas y es necesario para la síntesis del RNA 

mensajero. Este nucleótido se une al gene promotor por medio de una proteína especial llamada 

proteína activadora de catbolitos (CAP) e incremente la afinidad de la RNA polimerasa por el 

gene promotor aumentando la frecuencia de transcripción ( 49 ). 

El adecuado aprovechamiento de la producción de xilanasas requiere del conocimiento de 

los mecanismos regulatorios que regulan la biosíntesis de estas enzimas. Los estudios 

concernientes a este tema han sido enfocados hacia la inducción ( Okeke &Paterson, 

1992;McKenzie et a1,1987; Ishaque & Klupefe1,198 I; Piñaga et al, 1994); hacia el establecimiento 

de estrategias para obtener sistemas xilanolíticos libres de celulasas ya que esta cualidad es 

importante en la deslignificación de la celulosa para la obtención de la pulpa del papel (Biely et 

a1,1978;Clarke & Strating,1989), así como la manipulación de cepas a través de donación 

(Kluepfel et a1,1991; Khana & Gauri,1993;Brodel et al, 1990). (S0) 

Se ha visto que tanto las celulasas como las xilanasas son inducibles en las células 

microbianas por fragmentos de los polisacáridos correspondientes, que se forman por la acción 

de hidrolasas, producidas constitutivamente y que son secretadas al medio de crecimiento o bien 

18 

1 



están asociadas a las células acelerando la síntesis de las enzimas. 

Otros factores que deben de ser considerados para los sistemas de regulación de xilanasas 

son los sistemas de transporte de la xilosa y sus oligosacáridos al interior de la célula así como la 

concentración de los inductores metabolizables ya que a bajas concentraciones son efectivos pero 

a concentraciones mas elevadas la inducción es menos pronunciada ya que se presenta la represión 

catabólica por lo productos de degradación. Por ejemplo en Coptococcus albidus (Biely et al., 

1980) a altas concentraciones la xilobiosa reprime la síntesis de enzimas . 

Los xilanos al ser hidrolizados suministran inductores pero no hay que descartar la 

posibilidad que puedan producir inductores no metabolizables o gratutitos. Incluso se ha visto que 

éstos pueden ser mejores inductores ya que son resistentes a la hidrólisis enzimática, Tales 

compuestos se encuentran en la célula por un periodo indefinido y mientras que estén presentes 

los nutrientes necesarios, la inducción de las enzimas puede continuar.( 50 ) 

2.10 Nuevas Posibilidades 

Obviamente hay que realizar mucha más investigación en el área del pulpeo biológico, ésta 

investigación debe de enfocarse en tres áreas: 

1) Encontrar mejores cepas de hongos, actualmente se emplean pocas de las 2000 especies 

de hongos ligninoliticos conocidos. Solo se han probado en periodos de incubación largos, esto 

podría no ser una buena opción ya que en todos los procesos industriales, el tiempo es de 

primordial importancia. Para ser usados en periodos de incubación más cortos asociados con 

biopulpeo se requiere de cepas mas activas. También falta por probar la posibilidad de alterar las 

características bioquímicas y fisiológicas del hongo con ayuda de la ingeniería genética. 

En el presente trabajo se está probando con una cepa de Aspergillus no estudiada hasta 

ahora. Se ha visto que algunas cepas de hongos encontradas en el medio ( y no del banco de cepas 

de un laboratorio) tienden a ser más resistentes a medios hostiles y por esto mismo es que 

desarrollan métodos para poder emplear el escaso alimento que les rodea generando enzimas que 

les ayuden a degradar más sustratos. Las enzimas pueden ser estructurales, inducibles o inclusive 

captadas de otros microorganismos por medio de plásmidos o hasta virus. 

2) La segunda área es el encontrar condiciones de optimización para la acción del hongo . 

3) La tercera es la de investigar el mecanismo del efecto fúngico, ya que aún no queda 

claro porque causan una disminución en la energía de refinado y un aumento de la unión de las 

fibras. 
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Actualmente se están empleando técnicas de microscopia electrónica como método de 

identificacion para microorganismos, además de que se han encontrado diferencias morfológicas 

de acuerdo al sustrato en el que crecieron. En ésta tesis se trató de tipificar la cepa MGM-470 con 

la ayuda de la microscopia electrónica, aunque ésta no sea una prueba concluyente para identificar 

microorganismos. 

2.11 Microscopia Electrónica 
Existen básicamente dos tipos de microscopio electrónico : microscopio electrónico de 

transmisión (MET), y el microscopio electrónico de barrido (MEB), sus equivalentes en 

microscopía óptica son el microscopio de campo claro y el microscopio de disección 

respectivamente. (51) 

Formación de la imagen en el microscopio electrónico 

Los microscopios electrónicos de transmisión y barrido tienen como fuente común de 

electrones lo que se denomina el cañón electrónico. Este dispositivo como su nombre lo sugiere, 

es el encargado de suministrar el haz de electrones con que se va a bombardear el especimen. Los 

electrones requieren de un alto vacio para reducir las probabilidades de interacción con una 

molécula de gas, y son modificados en su trayectoria solo por los campos electrostáticos como los . 

que contienen los átomos, y que atraen o rechazan a los elctrones según su carga. Los campos 

magnéticos también afectan la trayectoria de los electrones, de tal manera que el campo 

magnético circular que crean las bobinas de las lentes magnéticas de estos aparatos tienen el 

efecto de una lente convergente. Variando la corriente a través de las bobinas, se cambia la 

convexidad de las lentes y su aumento. 

La formación de la imagen del microscopio electrónico de barrido, el haz de los electrónes 

es enviada sobre el objeto, ( la muestra), chocando contra la superficie de la misma, dando origen 

a un complicado fenómeno de interacción. Como resultado de esta interacción, se emiten 

diferentes tipos de radiaciones, entre ellos se encuentran los electrones secundarios que serán 

recogidos por medio de un detector el cual se encarga de transformarlos en señales eléctricas que, 

a su vez serán presentadas en una pantalla de rayos catódicos, obteniendose una imagen con 

profundidad de campo y una agradable perséctiva tridimensional. Para el microscopio electrónico 

de barrido ,la muestra puede ser gruesa, pero dado el mecanismo de formación de imágenes por 

electrónes secundarios,es necesario que la muestra tenga una superficie electroconductora. Esto 

se debe a que los electrónes que caen sobre la muestra son mas que los electrónes secundarios que 

la muestra emite; esto a su vez crea un campo electrostático en la muestra y una distorsión de la 

imagen. La capa electroconductora mas frecuentemente usada es una lluvia de iones de oro sobre 
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la muestra. Por otra parte dado que solo se observan estructuras de superficie, es también 

importante deshidratar la muestra a punto critico a fin de evitar que una interfase gas-Iiiquido pase 

sobre la muestra y por tensión superficial colapse las estructuras mas finas. 

NOTA: 

Este proyecto forma parte de una línea de investigación mas amplia sobre la regulación y 

secreción de xilanasas producidas por cepas de Aspergillus en ambientes extremos. Este trabajo 

fue financiado por la Dirección General de Asuntos del Personal Académico de la UNAM. 

Proyecto: 1N209194. 
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OBJETIVO : 

* Determinar las condiciones de producción de xilanasas por una cepa de Aspergillus en 

condiciones restrictivas . 
* Determinar el efecto del pH , fuentes de carbono , nitrógeno y vitaminas sobre el crecimiento 

y la producción de xilanasas a 45°C.. 
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OBJETIVO : 

• Determinar las condiciones de producción de xilanasas por una cepa de Aspergillus en 

condiciones restrictivas . 

• Determinar el efecto del pI-1 , fuentes de carbono , nitrógeno y vitaminas sobre el crecimiento 

y la producción de xilanasas a 45°C.. 
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3.MATERIAL Y METODOS 

Estrategia Experimental.- 

Para el desarrollo del presente trabajo fue necesario seleccionar una cepa que fuera capaz 

de crecer y producir xilanasas a temperaturas elevadas. Esto se llevó a cabo evaluando el 

crecimiento de todas las cepas con las que se cuenta en el laboratorio en medio sólido y líquido así 

como la producción de actividad, seleccionandose aquella cepa capaz de producir la mayor 

actividad específica, es decir, la mayor actividad por unidad de biomasa obtenida, creciendo las 

diferentes cepas a 45°C. 

Una vez elegida la cepa se procedió a establecer las condiciones de producción de las 

xilanasas por la misma. Para lograr lo anterior se evaluó el efecto de diferentes componentes del 

medio de cultivo así como el pH de crecimiento y producción. Los componentes evaluados fueron 

xilanos y materiales que los contienen (olote,hemicelulosa), algunos polisacáridos y azúcares 

solubles. También se evaluó el efecto de diferentes fuentes de nitrógeno y el efecto de diferentes 

aminoácidos y vitaminas. 

Por último se consideró conveniente realizar una caracterización mortblógica preliminar 

de la cepa utilizada en el presente trabajo. 

A continuación se describe detalladamente la metodología utilizada para el desarrollo del 

trabajo.  

3.1 Selección 

La selección se llevó a cabo en dos etapas, la primera de preselección y una segunda de 

selección propiamente dicha. La preselección se realizó de la siguiente manera: 

Microorganismos usados 

Se usaron 48 cepas del cepario del laboratorio todas ellas del género Aapergillus . Estas se 

probaron para poder elegir una cepa productora de xilanasas extracelulares. 

Medio de cultivo 

Las cepas se propagaron y conservaron en PDA ( potato dextrose agar). Para evaluar la 

producción de xilanasas se utilizó un medio basal con xilanos de abedul como fuente de carbono.  

Las placas se incubaron a 37 °C por 72 hrs. 
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Para poder elegir la o las cepas a utilizar se utilizaron los siguientes parámetros de 

selección: 

a) Medición del diámetro de las colonias en cm. 

b) Medición de los diámetros de los halos de hidrólisis: Con lugol se revelaban los halos 

de hidrólisis,se dejaba 30 min reposando con dicho colorante,luego se elimina con agua corriente. 

e) Se determina la producción específica de la siguiente manera: 

R= Diametro de halos/ Diametro de colonia. 

La selección se llevó a cabo utilizando las cepas obtenidas en la fase de preselección éstas 

fueron probadas en medio líquido a 45°C. 

Microorganismos usados 

Las cepas preseleccionadas fueron probadas en medio liquido con xilanos de abedul como 

única fuente de carbono. Las cepas fueron cultivadas a 37 y 45°C a 100 rpm por 72 hrs 

Medio de cultivo ( Medio Nasal) 

• Medio líquido para el crecimiento y la producción de xilanasas extracelulares durante la selección 

de la cepa. 

Extracto de levadura 0.3 % 

Fosfato de potasio 0.2 % 

Difosfato de potasio 0.2 °A 

Sulfato de amonio 0.4 % 

Agua 	 200 ml 

Y como fuente de carbono se le adicionó xilanos de abedul al 1%. 

El pH se ajustó a 5.0 con NaOH y ácido sulfúrico diluidos y se esterilizó a 121°C por 20 

min. 
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3.2 Producción de xilanasas a 45°C 

Condiciones para la producción de enzimas 

Fueron utilizados matraces Erlenmeyer de 500 ml con 200 ml del medio basal adicionado 

de la fuente de carbono deseada a una concentración de 1% ,excepto donde se especifique lo 

contrario, inóculandose con el volumen calculado de esporas/ml, los matraces fueron incubados a 

45°C y 100 rpm. Durante el transcurso de la fermentación se tomaron muestras de 10 ml en tubo 

de ensayo bajo condiciones estériles a las 24, 48, 72 y 96 h. Después de tomada las muestras se 

midió el pH. 

Preparación del inóculo 

En condiciones estériles se sembró al microorganismo en placas contendiendo medio de 

PDA (potato dextrose agar) y se incubó a 37 °C durante 72 hrs. Después de éste tiempo fueron 

cosechadas las esporas con asa bacteriológica y suspendidas en agua estéril, agitando 

constantemente ya que las esporas son hidrófobas; antes de inocular los matraces se realizó un 

corneo con microscopio, una vez obtenido la cantidad de esporas por ml se les pone a los 

matraces la misma cantidad de inóculo calculado (0. 5 a 1 x 10 6  esporas/mi). 

Evaluación del crecimiento y producción de xilanasas con diferentes fuentes de carbono 

y nitrógeno 

Una vez elegida la cepa se evaluó el efecto de la fuente de carbono siendo las fuentes 

evaluadas las siguientes. 

Xilanos de abedul, xilanos de avena, xilanos de olote de maíz,xilanos molidos. 

Mi mismo se utilizaron azúcares solúbles como son: xilosa, L-arabinosa, D- galactosa, D- 

rnanosa, glucosa y mezcla de ellos, como es la mezcla de los cuatro tipos de xilanos con glucosa y 

/o xilosa, para determinar asi la sensibilidad a la represión catabólica.  

Por otro lado, se evaluó también el efecto de la concentración de la fuente de carbono en un 

intervalo de 0.5 al 3 % ( Sólo en xilosa y xilanos de abedul, todas las demás se probaron al 1%). 

Y las fuentes de nitrógeno evaluadas fueron las siguientes: 

L-asparagina, sulfato de amonio, casaminoácidos, aminoácidos, nitrito y nitrato de sodio . 

Todas se calculó el contenido de nitrógeno presente en sulfato de amonio y con base en 

esto se les puso la misma cantidad de nitrógeno. 
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Determinación de Crecimiento 

Para determinar el crecimiento del microorganismo se realizó por dos métodos: 

1) Determinación de peso seco 

2) Determinación de proteína con el método de Lowry 

a) Determinación de peso seco 

' Se tomaron muestras de 10 ml correspondientes a distintos tiempos de fermentación y se 

filtraron a través de un sistema Millipore, con membranas de 5µ de tamaño de poro. La biomasa 

reternida y las membranas fueron puestas a secar en un horno a peso constante durante 48 hrs a 

50 °C. Se determinó la biomasa producida por diferencia de peso. 

b ) Determinación de proteína estracelular 

La cantidad de proteína extracelular fue determinada por el método de Lowry (1951) 

basado en la formación de un complejo colorido entre la proteína y el cobre, 

Este método es empleado cuando el sustrato es parcialmente soluble. Consiste de lo siguiente: 

Se centrífuga una alícuota de 10 ml a 5000 rpm por 5 min y se le dan tres lavados con 

agua destilada a las células, finalmente se resuspende en 1 ml de agua destilada y se determina la 

proteína por el método de Lowry. 

Método Lowry: 

Para la determinación de proteína celular se coloca en tubos de ensayo 0.5 ml de células, 

0.7 ml de agua destilada y 5 ml de reactivo D;compuesto por 1 parte de CuSO4 al 1% en agua, 1 

parte de tartrato de sodio y potasio al 2% en agua y 50 'partes de Na2CO3 al 2% en NaOH 0.1 N; 

se agita vigorosamente y se deja reposar por 10 min. Se agregan 0,5 ml de reactivo Folin-

Cicalteau diluido en agua destilada 1:1, se agitan y se dejan reposar 30 min. Se leyó a una 

longitud de onda de 590 nm ( Spectonic20) y se interpoló en una curva de albúmina sérica bovina. 

Determinación de Actividades Enzimáticas 

a) Determinación de Actividad Xilanolítica 

Como sustrato se utilizó una solución de xilanos de abedul (birchwood,Sigma) al 1 % en 

26 



buffer de citratos 0.15 M, pH 5. La determinación de los grupos reductores se realizó por el 

método de Miller (1959) del ácido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). 

El sistema de reacción estuvo compuesto por 0.5 ml de xilanos de abedul,0.4 de buffer de 

citratos 0.15 M, pH 5. Se preincubó este sistema durante 30 min a 50°C. Se destuvo la reacción 

adicionando 1 ml de DNS, se calentó a ebullición en baño maría por 5 min y se agregaron 5 ml de 

agua destilada. Se leyó en el espectrofotómetro (Spectronic20) a una longitud de onda de 540 nm 

y se expresó como reductores equivalentes de xilosa por mililitro de filtrado enzimático 

interpolando en una curva patrón de dicho azúcar. 

Para cada una de las determinaciones se realizó un control inactivando a la enzima agregando 

antes el DNS. 

b) Determinación de Actividad Celulolítica 

Como sustrato se utilizó una solución de Carboximetilcelulosa (CMC) al 1 % en buffer de 

Citratos 0.15 M, pH 5.0. La determinación de los grupos reductores se realizó por el método de 

Miller (1959) del ácido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). 

El sistema de reacción estuvo compuesto por 0.5 ml de xilanos de abedu1,0.4 ml de buffer 

de citratos 0.15 M, pH 5.0 y 0.1 ml filtrado enzimático libre de células. Se incubó 30 min a 50°C. 

Se detuvo la reacción adicionando I ml del reactivo de DNS, se calentó a ebullición en baño 

maria y se agregaron 10 ml de agua destilada. Se leyó el espectrofotómetro (Spectronic 20) a una 

longitud de onda de 540 nm y se espresó como reductores equivalentes de xilosa por mililitro de 

filtrado enzimático interpolando en una curva patrón de dicho azúcar. 

Para cada una de las determinaciones se realizó un control inactivando a la enzimna agregando 

antes el DNS. 

Determinación de grupos reductores 

Se determinó la concentración de grupos reductores en los filtrados libres de células por el 

método de DNS ( Miller, 1959). El sistema enzimático estuvo compuesto de 0.1 ml de flitrado 

libre de células, 0.9 ml de agua destilada y 1 ml del reactivo de DNS. Se hirvió 5.0 min en baño 

de agua. Se agregaron 10 ml de agua destilada y se leyó a una longitud de onda de 540 nm 

(Spectronic 20). 
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Vitaminas 

Las vitaminas a probar son biotina y tiamina con y sin extracto de levadura así como 

combinadas sin extracto de levadura. 

Evaluación del efecto del pH 

Para el pH sa probó un rango de 3.0 a 10.0 con intervalos de 1.0 utilizando medio líquido 

conteniendo xilanos de avena o de abedul como única fuente de carbono. 

3.3 Determinación de las características Morfológicas de la cepa seleccionada 

Morfología de las colonias 

Morfometría del hongo en diferentes condiciones de crecimiento. 

Las muestras evaluadas fueron xilosa, xilanos de abedul y olote tanto en medio sólido 

como en medio líquido crecidos a 37 y 45°C. 

Microscopio Electrónica de barrido 

Para éste estudio se crecieron los hongos en medio basal líquido o sólido y como fuente de 

carbono xilosa, xilanos de abedul y olote al 1%. A las 72 hrs de crecimiento se fijaron con 

glutaraldehido al 3 % en buffer de fosfatos, se deshidrataron con alcoholes de concentración 

creciente y se secaron a punto critico en una cámara de bióxido de carbono liquido . Una vez 

secas las muestras se cubrieron con una capa de 150 A de oro. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1) SELECCION A 37 "C 

Las 48 cepas con las que se cuenta en el laboratorio fueron agrupadas en 3 grupos de 

acuerdo con el diámetro de la colonia, diámetro del halo de hidrólisis y R.Estas fueron crecidas en 

medio que contenía xilanos de abedul como fuente de carbono. Las del grupo I fueron todas 

aquellas cuyos diámetros eran mayores de 2,9 cm, las del grupo II cuyo diámetro estaba entre 2.0 

y 2.9 cm y las del grupo III cuyo diámetro era inferior a 2.0 cm. De acuerdo a lo anterior se 

eligieron 5 cepas : 60, 290, 370, 470 y 480, 

La cepa 60 pertenece al grupo I y el resto al grupo III. A continuación sus diámetros de 

colonia y halo así como el de R de estas cinco cepas ( Tabla 4.1.1). 

TABLA 4.1.1 
CEPA DIAMETRO DE 

COLONIA 
DIÁMETRO DE 

HALO 
R 

60 1.55 3.35 2.15 
290 1.6 3.65 2.27 
370 0.1 1.0 10 
470 0.95 1.3 1.3 
480 0.8 1.9 3.16 

Se procedió a determinar la actividad de las xilanasas producidas en medio liquido 

utilizando como fuente de carbono xilanos de abedul a pH= 5.0 . Los matraces se pusieron a 45 

°C por 72 hrs. 

Posteriormente se determinó el crecimiento ( Fig 1 y la actividad de la enzima. (Fig 2) 
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Fig 1 Comparación del crecimiento de las cepas en matraces con xileno, de abedul al 1% a 
37°C, agitación 100 Strokes/min. 

■ 24 hrs 

■ 48 hrs 

3 72 hrs 

Fig 2 Comparación de la actividad danolítica de las cepas en matraces con :llanos de 
abedul al 1% a 37°C, agitación 100 Strokes/min. 

Con ambos valores se determinó la actividad específica. Siendo la ecuación para ella la 
siguiente: 

AE= Actividad/ Crecimiento 

Los valores de actividad específica son los siguientes:(Fig 3) 
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Fig. 3 Comparación de la actividad especifica de las cepas en matraces con danos de 
abedul al 1% a 37°C,agitación 100 Strokes/min. 

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede observar que la cepa con mayor actividad 

xilanolitica y actividad especifica fué la cepa 470,sin embargo en cuanto al crecimiento ésta fué la 

segunda. Esto nos indica que la producción xilanolítica y el crecimiento no están relacionados. 

Estas pruebas se realizaron también a 45°C (datos no mostrados) obteniendose los 

mismos resultados; de aquí que se haya elegido dicha cepa para la producción de xilanasas. En 

virtud de que las xilanasas se utilizan a temperaturas relativamente elevadas se eligió utilizar 45°C 

como temperatura de producción. La cepa de Aspergillus ha probar es una cepa silvestre, se ha 

visto que éste tipo de cepas tienden a adaptarse mas fácilmente a situaciones precarias, de aquí el 

interés por utilizar una cepa de éste tipo. 

Una vez elegida la cepa se inició el largo proceso para encontrar las condiciones de 

producción de dicho sistema enzimático. 
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4.2 EFECTO DE pH 

Para determinar el pH al que se produjera la mayor actividad se probó en un rango de 

de 3 a 10 utilizando como fuente de carbono xilanos de abedul y de 4 a 7 utilizando como fuente 

de carbono xilanos de avena. 

TABLA 4.3.1 
COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES XILANOLITICAS MÁXIMAS EN 

DIFERENTES pH UTILIZANDO XILANOS DE AVENA AL 1% COMO FUENTE DE 
CARBONO 

pH ACTIVIDAD U/ml ACTIVIDAD ESPECIFICA 
U/mg DE PROTEINA 

4 32.72 (48 hrs) 32.39 (48 hrs) 

5 37.76 (72 hrs) 109.45 (72 hrs) 
6 25.88 (72 hrs) 43.70 (72 hrs) 
7 26.98 (72 hrs) 42.21 (48 hrs) 

Xilanos de avena 
En éste sustrato hay actividad en un rango de 4 a 7, encontrandose a las 48 hrs que no hay 

gran diferencia entre pH 4 y 5. Sin embargo, a las 72 hrs la actividad xilanolitica aumenta 

(37.76U/m1). En el caso de pH 6 y 7 su actividad (lié menor. 
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Fig.4 Actividad Xilanolítica producida sobre danos de avena al 1 % a diferentes pH en 
con agitación 100 Strokes/min, pH 4,5,6 y 7 creciendo a una temperatura de 45°C. 
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Fig 5. Crecimiento sobre dono de avena al 1% a diferentes pll a 45°C, 100 Strokes/min, 
pH S.U. 
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pH ACTIVIDAD U/ml ACTIVIDAD ESPECIFICA 
U/mg 

3 0.399 (72 hrs) 0.805 (72 hrs) al 

4 25.63 (72 hrs) 14.64 (48 hrs) 

5 27.25 (72 hrs) 58.95 (48 hrs) 

6 19.27 ( 72 hrs) 28.81 (72 hrs) 

8 0.00 0.00 a/ 

9 0.00 0.00 a/ 

10 0.00 0.00 a/ 

a/ Las unidades de éstos son U/mg de proteína los demás son U/mg de peso seco. 

TABLA 4.3.2 
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA MAXIMA EN 

DIFERENTES pH UTILIZANDO XILANOS DE ABEDUL AL 1% 

pH 
	

ACTIVIDAD U/ml 
4 	 1.903 (48 hrs) 
5 	 1.148 (48 hrs) 
6 	 2.064 (48 hrs) 
7 	 0.00 (48 y 72 hrs) 

Xilanos de abedul 

TABLA 4.3.3 
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD XILANOLITICA MAXIMA EN 

DIFERENTES 01 UTILIZANDO XILANOS DE ABEDUL AL 1 % COMO 
FUENTE DE CARBONO 

Si observamos la tabla 4. 8 vemos que sólo se obtuvo actividad xilanolitica en un rango de 

01 de 3 a 6. Siendo el pH 5 que promueve la actividad mas elevada (27.25 U/m1), pero ésta 

actividad no se encuentra tan alejada de la que presenta pH 4 (25.63 U/mI). 

De acuerdo a los resultados se puede decir que la actividad xilanolitica mas elevada se 

obtiene entre 01 4 y 5 independientemente del sustrato , lo cual nos da la idea de que la actividad 

xilanolitica es dependiente de el pH. Gosh et al (19) reportan con A.spergillus áydowii que la 
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inducción de las xilanasas era dependiente del pH al que hiera crecido y que éste crecia en el 

mismo rango de pH que la cepa Aspergillus MGM-470. 

Fig 6 Actividad Xilanoiitica producida sobre :danos de abedul al 1 % a diferentes pH con 
agitación 100 strokes/min , pH 3,4,5,6,8,9 y 10 creciendo a una temperatura de 45°C. 

Celulasas El contenido de celulasas es al igual que en los otros casos bastante bajo a • 

comparación de la cepa productora. 
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Fig. 7 Crecimiento crecimiento de Aspergillus MGM-470 sobre alanos de abedul al 1% a 
diferentes p11 a 45°C, 100 Strokes/min y pH 5.0. 
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Fig. 8 Crecimiento de Aspergillus MGM-470 sobre :Uno de abedul al 1% en diferentes pH 
a 45^c, 100 Strokes/min y pH 5.0. 
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4.3 EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO 

Para encontrar el mejor sustrato que induzca la produccion de xilanasas se llevaron a cabo varios 

experimentos utilizando diferentes fuentes de carbono. Como se encuentran listadas en la Tabla 

4.4. 1. 

TABLA 4,4.1 
MAXIMA ACTIVIDAD XILANOLITICA DE MGM-470 EN DIFERENTES FUENTES 

DE CARBONO 

Fuente de Carbono 	 Actividad (U/m1) 	Actividad Específica (U/mg) 

Xilanos de avena 	 37.76 (72 hrs) 	 109.44 (72 hrs) ai 
Xilanos de abedul 	 27.15 (72 hrs) 	 5.29 (72 hrs) 

Olote 	 9.22 (72 hrs) 	 8.66 (72 hrs) 0/ 
Hemicelulosa 	 6.08 (72 hrs) 	 5,70 (72 hrs) a/ 

Dextrosa 	 0.00 	 0 .00 
Xilosa 	 15.51 (48 hrs) 	 6,80 (72 hrs) 
CMC 	 0.539 (72 hrs) 	 0.642 (48 hrs) 

CMC+XAb 	 28.350 (48 hrs) 	 11.24 (48 hrs) 
XAb+Xil 	 19.02 (48 hrs) 	 4.16 (48 hrs) 
XAb+Dex 	 20.98 (72 hrs) 	 4.11 (72 hrs) 
Sorbitol 	 0.492 (48 hrs) 	 0.235 (48 hrs) 
Glicerol 	 0.492 (72 hrs) 	 0.153 (72 hrs) 
Acetato 	 0 .00 	 0 .00 

Citrato 	 0 .00 	 0 .00 
Pectina 	 5.63 ( 48 hrs) 	 3.29 ( 48 hrs) 

Almidón 	 0.739 (72 hrs) 	 0.177 ( 72 hrs) 
Arabinosa 	 0 .00 	 0 ,00 

Rainnosa 	 0 .00 	 0 .00 

Están expresdasa en U/nig de proteína las demás en U/mg de Peso Seco. 

Existen numerosas evidencias de que la síntesis de enzimas xilanolíticas es regulada 
mediante sistemas de inducción y represión en muchos microorganismos (Comes et al ,58). La 
prueba de un gran número de fuentes de carbono por su habilidad para inducir xilanasas en 
diferentes microorganismos mostró que los xilanos y compuestos relacionados a los productos de 
hidrólisis inducen la síntesis de enzima, mientras que azúcares fácilmente metabolizables como la 
glucosa reprimen la síntesis. En éste trabajo se probaron diversas fuentes de carbono dentro de los 
cuales habla xilanos (avena y abedul), así como otros azúcares como la glucosa, además de 
fuentes de celulosa. Por otro lado, se evaluaron combinación de las fuentes de carbono, así como 
polisacáridos ( almidón, pectina) y ácidos orgánicos ( acetato y citrato) además de polioles ( 
sorbitol y glicerol). 
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Fig 9 Actividad silanolítica extracelular sobre varios sustratos. La actividad está expresada 
como U/ml. Todas las fuentes de carbono están al 1 %. Agitación 100 Strokes/min,pH 5.0 y 
45°C. 

Xilanos 

La cepa de 4.spergilltis MGM-470 produce una buena actividad xilanolitica 37.76 U/ml 

al ser empleado como fuente de carbono, además de un buen crecimiento 0.427 mg /m1 de 

proteina .Lo cual concuerda con los resultados obtenidos por algunos grupos de investigadores 

como Aprasyukina el al (56) quienes encontraron que al trabajar con enzimas producidas por 

Aápergillus terrera y Aspergillus Pilger la mejor actividad enzimática así como el crecimiento 

eran superiores sobre xilanos de avena. 

También se probaron xilanos de abedul encontrandose una actividad xilanolitica un poco 

inferior en comparación con la obtenida sobre xilanos de avena 27.15 U/ml, además su 

crecimiento fué bueno 5.51 mg/ml. Otro grupo de investigadores que corroboran los resultados 

obtenidos son Milagres a al (21) quienes encontraron una actividad xilanolitica elevada al crecer 

Penicillium janthinelluns sobre xilanos ( no aclaran cual es la fuente de xilanos empelada). 
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Azúcares Solubles 

En la Tabla 4.4.2 se muestra la actividad xilanolitica obtenida sobre xilosa en diferentes 

concentraciones 0,5,1,2 y 3%.Se puede observar que en ciertas concentraciones la xilosa funciona 

como inductor para la producción de xilanasas y en otras como represor de dicha producción. De 

acuerdo a nuestros resultados el sistema xilanolítico producido por Aspergillus MGM-470 es 

inducible , ya que se produce sobre )(llanos y combinaciones de éstos en donde el producto final 

de la hidrólisis es la xilosa. De acuerdo a nuestros resultados la mayor actividad xilanolítica se 

obtuvo con una concentración de xilosa del 0.5 y 1 % mientras que en 2 y 3 % hubo una pérdida 

de la misma. El grupo de Gosh el al (19) encontraron que en A.syclawii se induce la produccion 

de xilanasas con xilosa 

TABLA 4.4,2 
VARIACIÓN DE CONCENTRACION DE XILOSA COMO INDUCTOR 100 

REPRESOR 

CONCENTRACION( %) ACTIVIDAD 	 ACTIVIDAD 
XILANOLITICA U/ml 	XILANOLITICA 

ESPECIFICA U/mg DE P.S. 
0.5 
	

11.828 (48 hrs) 
	

5.40 (48 hrs) 
1.0 
	

11.262 (48 hrs) 
	

4,93 ( 48 hrs) 
2.0 
	

O ( 48 y 72 hrs) 
	

O ( 48 y 72 hrs) 
3,0 
	

1.838 ( 72 hrs) 
	

0.406 ( 72 hrs) 

Por otro lado, al observar la actividad especifica vemos que es mas alta la de xilosa al 

0.5 % por lo que se seleccionó ésta concentración como mas adecuada para la inducción de 

enzimas. 
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Fig 10.-Actividad zilanolítica eztracelular sobre diosa en diferentes concentraciones 
(0.5,1,2 y 3 %) a 45°C, 100 Strokes/min, pH 5.0 . 

También se probó la dextrosa en donde la actividad xilanolitica fue de cero lo cual nos 

podría indicar que ésta reprime la producción de xilanasas. Sin embargo Aspergillus MGM-470 

crece sobre dextrosa 5.38 mg/ml siendo un valor muy similar al crecimiento obtenido sobre xilano 

de abedul. Royer et al (54) encontraron que muchas xilanasas fúngicas eran reprimidas por 

sustratos fácilmente metabolizables como la glucosa. Ésto podría explicar los resultados 

obtenidos.Otra posibilidad es que ésta cepa no produce xilanasas constitutivas. 

Tanto en arabinosa como en ramnosa no se obtuvo actividad xilanolitica. De hecho esto se 

contrapone con los resultados obtenidos por otros investigadores en donde la arabinosa se 

comporta como inductor para la producción de xilanasas. Sin embargo, el crecimiento obtenido 

no es despreciable 1.68 mg/ml para la arabinosa y 2.52 mg/ml con ramnosa. Con esto podemos 

ver que la producción de xilanasas no está relacionada con el crecimiento del hongo y volvemos a 

constatar que la presencia de la xilosa es indispensable para la inducción de las xilanasas. 

Según Haltrich el al (55) algunos compuestos que se encuentran en los xilanos como 

sustituyentes de forma natural pueden tener un efecto inductor sobre la formación de xilanasas. 

La hemicelulosa consisten de D-xilosa, D-manosa, D-glucosa, D-galactosa, L-arabinosa, L-

ramnosa, ácido 4-O-metil-D-glucurónico, ácido D-glucurónico y ácido D-galacturónico. Nuestros 

resultados indican que A.spergillus MGM-470 no produce xilanasas en éstos azúcares. 

Polioles ( Sorbitol y Glicerol) 

Si obervamos los resultados de la Tabla 4.4.2 vemos que la actividad xilanolitica 

producida sobre dichos polioles tbe pobre en comparación con la de los xilanos. Esto podría 
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deberse a una represión por parte de éstos. Hoq et al (62) encontraron que en T. lanuginosus el 

glicerol reprimía la producción de xilanasas. De acuerdo a nuestros resultados podría pensarse 

que lo mismo ocurrió con Aspergillus MGM-470. 

A
ct

iv
id

ad
 X

ila
no

lí
ti

ca
  

■ XAb+Xil 

■ XAb+Dex 

■ Sorbitol 

El Glicerol 

3 Acetato 

ID Citrato 

❑ Pectina 

❑ Almidón 

❑ Aribinosa 

 

48 hrs 	 72 hrs 

Tiempo (hrs) 

Fig II Actividad xilanolitica eitracelular sobre varios sustratos al I% a 45 'C, 100 
Strokes/min,pH 5.0. 

Ácidos Orgánicos 

Como podemos ver en la Tabla 4.4.2 Aspergillus MGM-470 no produce actividad 

xilanolitica creciendo sobre acetato y citrato.Esta cepa no crece sobre acetato.En citrato su 

crecimiento fue de 0.97 mg/ml 

. Además estos resultados nos llevan a concluir que entonces el sistema xilanolitico es inducible y 

no constitutivo. Estos datos se contraponen con los obtenidos por el grupo de Walis el al (61) 

quienes dicen que los hongos termotilicos requieren de la suplementación de un ácido orgánico 

para el crecimiento apropiado del hongo. Gupta et al (60) dicen que ésto es debido a su acción 

amortiguadora, ya que los aniones del ácido orgánico suministrado absorberán a los protones 

excretados. Como ya se habia propuesto la producción y el crecimiento apropiado del hongo son 

pH dependientes ,por lo que podría pensarse que entonces el pH al cual amortiguan tanto el 

acetato como el citrato no es el adecuado. 

Polisacáridos 

De acuerdo a los resultados obtenidos con pectina no se obtuvo actividad xilanolitica 

alguna, lo cual es previsible ya que al degradarse la pectina da moléculas de ácido D- 
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galacturónico y no xilosa. Sin embargo, su crecimiento no fué despreciable 1.71 mg/ml. Por lo 

que una vez más constatamos que no hay relación entre el crecimiento y la producción de 

xilanasas. 

Por otro lado, en almidón se obtuvo una actividad xilanolítica baja en comparación con 

los xilanos 1.538 U/ml, aunque si hubo crecimiento importante 4.12 mg/ml. Con respecto a la 

actividad xilanolitica los resultados fueron previsibles ya que Haltrich et al (55) han encontrado 

que el almidón reprime la producción de xilanasas. Es probable que esto se deba a que al 

hidrolizarse se obtienen unidades de glucosa la cual reprime la producción de xilanasas. Sin 

embargo, se puede observar que si hubo una pequeña actividad a diferencia de la dextrosa donde 

ésta era cero. Este fenómeno podría explicarse a que el almidón también contiene maltosa y 

maltotriosa ,Haltrich et al (55) encontraron que S. commune producía xilanasas al ser crecido 

sobre maltosa, ésta actividad era baja en comparación con otras fuentes de carbono.Podriamos 

pensar que hubo presencia de maltosa que hizo que se produjera una pequeña cantidad de 

xilanasas. 

Combinaciones 

Se evaluaron combinaciones de xilanos de abedul con otras fuentes de carbono donde el 

producto final de la hidrólisis también fuera la xilosa, siendo las combinaciones estudiadas las 

siguientes: XAb+Xil , XAb+ Dex y CMC+XAb. 

Al combinar xilano de abedul y xilosa se podría esperar que se potenciaran y que hubiera 

una mayor producción, sin embargo, éste no fue el caso, sino que incluso hubo una disminucion, 

19.02 U/mI. Podría haber ocurrido lo siguiente: Al haber una concentracion baja pero suficiente 

de xilosa en el medio (0.5%), el hongo comenzó la producción de más xilanasas para poder 

degradar los xilanos de abedul. Al degradar este xilano podría haber ocurrido que la 

concentración de xilosa fuera elevada ocurriendo entonces una represión por producto final, 

menguando así la producción de xilanasas. 

Milagres eta! (21) al combinar xilanos con xilosa obtenian que la producción de xilanasas 

también disminuialrobablemente la suma de la concentración de xilosa se torna represora y por 

eso se obtiene menor actividad. 

Por otro lado, al combinar xilano de abedul con dextrosa se observó que la actividad fué 

de cero a las 48 hrs (dato no mostrado), sin embargo a las 72 hrs se disparó dicha producción 

20.98 U/ml ésto puede deberse a la presencia de xilano de abedul. Como la dextrosa es mas 

fácilmente metabolizable el microorganismo consumió primero dicho azúcar reprimiendo así la 

producción de xilanasa, pero al terminarse la dextrosa requirió la producción de xilanasas para 

poder utilizar los xilanos. Esto puede constatarse al observar el crecimiento que presentó el hongo 

a las 72 hrs. 
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Otras fuentes de carbono 
Se probó olote de maíz en algunos de los trabajos consultados se empleaban otras partes 

del maíz como fuente de carbono, pero en ninguno se probaba olote. El olote es una buena fuente 

de xilano no exclusivamente porque también contiene celulosa. Al observar los datos de la tabla 

4.4.2 vemos que dentro de las 3 fuentes de carbono con mayor actividad xilanolitica está el olote 

9.22 U/m1 y su crecimiento también fue importante 0.710 mg de proteína/mi. 

También se probó la hemicelulosa , como se mencionó en los antecedentes la hemicelulosa 

está compuesta en su mayoría por xílanos, pero también tiene sustituyentes como azúcares 

fácilmente metabolizables. Estos azúcares pudieron haber menguado la producción de xilanasas de 

aqui que la actividad xilanolitica fué de 6.08 U/ml, sin embargo tuvo un buen crecimiento 1.066 

mg de proteína / ml. 

Celulasas 
Se ha encontrado que en muchos microorganismos la celulosa y la celobiosa son 

inductores de celulasas Rho es al (59) . 

Uno de los objetivos de ésta tesis es el encontrar una cepa buena productora de xilanasas 

pero que produzca poco o nada de celulasas. Si obeservamos los resultados de la tabla 4.4.3 

vemos que la concentración de celulasas es baja en comparación con algunas especies de 

Tric/wderma ( virkle y reesei). 

Posteriormente se probó su crecimiento sobre carboximetilcelulosa (CMC) y 

combinaciones de éstas. 

En el caso del CMC la actividad celulolítica túé casi cero y la actividad xilanolítica fue 

bastante baja 0.539 U/ml en comparación los xilanos. 

Al combinar el CMC con xilanos de abedul tampoco hubo una producción celulolitica 

importante 1.74 U/nil, éste valor es despreciable. En cuanto a su actividad xilanolitica ésta fue 

bastante interesante 28.350 U/mI, esto debido a la presencia de los xilanos y no del CMC. 

TABLA 4.4.3 
PRODUCCION DE CELULASAS EN ALGUNAS FUENTES DE CARBONO 

U/ml 
FUENTE DE CARBONO 	 ACTIVIDAD CELULOLITICA 

Xilanos de avena 	 1.148 ( 48 hrs) 
Xilanos de abedul 	 0.871 (48 y 72 hrs) 

Olote 	 0.832 (72 hrs) 
Hemicelulosa 	 0.00 

CMC 	 0.260 (72 hrs) 
CMC+ XAb 	 1.74 (48 hrs) 

43 



1.8' 

u 	
1.8- 
1.4 ,  

▪ 1.2 ,  

3 1 

1:1 z 0.8 « 
..1_2 	0.8 
• 0.4 
• 0.2 

0 

.... 5 
o 
."1:1 4 
E 

c..: 3  

§ 2 

48 hrs 	 72 hrs 

Tiempo (hrs) 

• X. Abedul 
 

• Dextrosa 

• Xilosa 

• CMC 

CMC+XAb 

XAb+Xil 

o XAb+Dex 

r.] Soititol 

48 hrs 	 72 hrs 

Tiempo (hrs) 

• X. avena 

• X. abedul 

• Olote 

• Hemicelulosa 

L CMC 

❑ CMC+XAb 

Fig. 12 Actividad celulolitica sobre algunos de los sustratos estudiados,todos al 1%, 
agitados a 100 Strokes/min, pH 5.0 y 45°C. 

Fig. 13 Crecimiento producido sobre diferentes fuentes de carbono, todas al 1% , a 45°C, 
con agitación 100 Strokes/min y pH 5.0. 
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Fig. 14 Crecimiento sobre diferentes fuentes de carbono al 1% a 45°C, agitación 100 
Strokes/min y p11 5.0. 
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Fig. 15 Crecimiento sobre diferentes fuentes de carbono al 1% a 45°C, 100 Strokes/min, pH 
5,0 
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4.4 EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE NITROGENO Y 
VITAMINAS 

En ésta parte del trabajo se probaron diferentes fuentes de nitrógeno, variando única y 

exclusivamente ésta , ya que la fuente de carbono a utilizar en todas tue xilano de abedul al 1% y 

con un pH de 5.0 

TABLA 4.5,1 
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD MAXIMA UTILIZANDO DIFERENTES 

FUENTES DE NITROGENO 

FUENTES 	 ACTIVIDAD U/ml 	ACTIVIDAD ESPECIFICA 
U/mg de Peso seco 

Sulfato de amonio 	 27.15 (72 hrs) 	 5.29 ( 72 hrs) 

L-Asparagina 0.2 % 	 38.46 (72 hrs) 	 6.40 (72 hrs) 

L-Asparagina 0.4 % 	 27.07 (48 hrs) 	 12,08 (72 hrs) 

Lisina 	 16.25 (72 hrs) 	 14.18 (48 hrs) 

Arginina 	 14.45 (72 hrs) 	 9.12 (72 hrs) 

Histidina 	 13.51 (72 hrs) 	 6,62 (48 hrs) 

Nitrito de sodio 	 0.00 	 0.00 

Nitrato de sodio 	 10.32 (72 hrs) 	 7.93 (72 hrs) 

Casaminoacidos 0.2 % 	 14.49 (48 hrs) 	 14.11 (48 hrs) 

Casaminoacidos 0.4 % 	 14.95 (72 hrs) 	 17.98 (48 hrs) 

Aminoácidos 

Se probaron varios aminácidos por sí solos (L-asparagina, Lisina, arginina e Histidina) y 

combinados ( casaminoácidos). 

Si observamos la tabla 4.5.1 vemos que la actividad xilanolítica mas elevada fijé producida 

al emplear L-asparagina tanto al 0.2 como al 0.4 % 38.46 U/ml y 27.7 U/ml respectivamente. 

Según Maheshwari el al (57) esto se debe a que al emplear sales de amonio el pH del medio se 

vuelve muy ácido, pero que al emplear L-asparagina ésta tiende a amortiguar, manteniendo un pH 

mas constante. Como ya se explicó en pH la actividad xilanolitica es dependiente de éste , 

entonces si se mantiene en un pH entre 4 y5 la producción xilanolitica es alta. 

Por otro lado, al agregar al medio lisina, arginina o histidina la actividad xilanolitica 

observada es menor que aquella obtenida con L-asparagina, aparentemente estos aminoácidos 

están menguando dicha producción. En un trabajo de Gosh el al (19) se observan resultados 

similares, dichos investigadores encontraron que algunos aminoácidos (Cisteina,Glicina y lisina) 

poseían un efecto inhibitorio ya que probablemente modificaban la estructura de la proteína 
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medio , sino que mas bien tendieron a aumentar el pH entre 6 y 7. 

El crecimiento en L-asparagina también thé superior sobre los otros aminoácidos 6.0 

mg/mi al 0.2 % y 5.4 mg/mi al 0.4 %. 
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Listna 

111 Arginina 

❑ Histidina 

III Nitrito de sodio 

• Nitrato de sodio 

Fig. 16 Actividad xilanolitica extracelular producida sobre diferentes fuentes de nitrógeno 
al 0.2 % excepto L-Asparagina que también se probó a 0.41 %,agitación 100 strokes/min, 
pH 5.0 y 45°C. 

Sulfato de amonio 

La actividad xilanolitica observada al emplear sulfato de amonio es 27 ,15 U/mi mientras 
que la obtenida con L-asparagina 0.4% es de 27.07 U/ml, se podria decir que son practicamente 
iguales .En cambio con L-asparagina 0.2% si es superior 38,46 U/ml. Aparentemente el pH no 

baja tanto como para afectar la producción de manera importante, sin embargo la producción es 

mejor al amortiguar un poco el medio.El crecimiento observado es muy similar a aquel observado 

sobre L-asparagina 5.30 mg/ml. Además de que se trata de una fuente fácilmente asimilable, de 
hecho buena parte de los trabajos consultados emplean sulfato de amonio por todas las ventajas 
que éste ofrece. 
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Nitrito y nitrato de sodio 

La actividad xilanolitica del nitrito de sodio fue cero mientras que la del nitrato de sodio 

fue de 10.32 11/ml. En nitrito de sodio tampoco hubo crecimiento. Aparentemente la diferencia de 

utilización radica en el grado de oxidación. El nitrato de sodio al ser oxidado produce nitrito de 

sodio y oxigeno, mientras que el nitrito de sodio al ser oxidado da hidróxido de sodio y ácido 

nitroso, lo cual modifica el pH. Nuevamente se puede observar la importancia del pH en la 

producción de xilanasas. 

_ 16 
E 14 

12 
:10 • 10 

.- 8 

48 hrs 	72 hrs 

Tiempo (hrs) 

• Casamihoacidos 
02% 

Casaminoacidos 
0.4% 

Fig 17 Actividad zilanolitica producida sobre diferentes fuentes de nitrogeno al 0.2 y 0.4 % 
a 45°C, agitación 100 Strokes/min y pH 5.0 

TABLA 4.5.2 
COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES CELULOLITICAS MAXIMAS CON 

DIFERENTES FUENTES DE NITROGENO 

FUENTE ACTIVIDAD U/mg DE PESO SECO 
Sulfato de amonio 0.871 (48 hrs) 

L-asparagina 0.2 % --- 
L-asparagina 0.4 9/0 0.00 ( 48 hrs) 

Lisina 0.727 (48 y 72 hrs) 
Arginina 1.165 ( 48 hrs) 
Histidina 0.00 

Nitrito de sodio 0,00 
Nitrato de sodio 1.309 ( 72 hrs) 

Casaminoacidos 0.2 % 2,325 (48 hrs) 
Casaminoacidos 0.4 % 0.294 ( 72 hrs) 

48 



Celulasas Como se puede observar en la tabla 4.5.2 la actividad celulolitica al ser crecido el 

hongo con diferentes fuentes de nitrógeno es bajo al ser comparado con alguna cepa productora 

de celulasas, por lo que podría decirse que la producción de celulasas por la cepa MGM-470 es 
muy baja. 

48 hrs 	72 ti rs 

Tiempo de Incubación 
(hra) 

E Sulfato de amonio 

• L-Asparagina 0.2% 

• L-Asparagina 0.4% 

3 Lisina 

• Arginina 

❑ Histidina 

• Nitrito de sodio 

• Nitrato de sodio 

1 

1 

2.5 

2 

1.5 

1 

0,5 

Fig 18 Actividad celulolitica eitracelular producida sobre diferentes fuentes de nitrógeno, 
todas al 0.2%,excepto L-Asparagina que también se probó al 0.4 %, agitación 100 
strokes/min, p11 5.0 y 45°C. 
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48hrs 	72 hrs 

Tiempo (luí) 

Fig 19 Actividad Celulolitica extracelular producida sobre diferentes fuentes de nitrógeno 
al 0.2 y 0.4% a 45°C, agitación 100 Stroltes/inin, pH 5.0. 
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48 hrs 	72 hrs 

Tiempo (hrs) 

■ Sulfato de amonio 

■ L-AsparagIna 0.2% 

■ L-Asparaglna 0.4% 

■ Lisina 

11 Arginina 

Histidina 

❑ Nitrito de sodio 

Nitrato de sodio 

Fig 20 Crecimiento con diferentes fuentes de nitrógeno al 0.2 % y al 0.4% (cuando así se 
especifique ) a 45°C, con agitación a 100 Strokes/min y pH 5.0. 
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48 hrs 	72 hrs 
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■ Casaminoacidos 0.2% 

• Casaminoacidos 0.4% 

Fig 21 Crecimiento con diferentes fuentes de nitrógeno al 0.2 y 0.4 % a 45°C, agitación 100 
Strokes/min y pll 5.0. 
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Vitaminas 

En ésta parte se probó si la adición de vitaminas al medio alteraba el crecimiento de 

Aspergillus MGM-470. El medio usado contenía como fuente de carbono xilanos de abedul al 

1%, sulfato de amonio al 0.2% como fuente de nitrogeno y demás sales, todos a pH 5.0. Se probó 

la adición y la ausencia del extracto de levadura en el medio. 

TABLA 4.6.1 
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD XILANOLITICA MÁXIMA CON VITAMINAS 

CON Y SIN EXTRACTO DE LEVADURA 

FUENTE ACTIVIDAD U/all ACTIVIDAD ESPECIFICA 
U/mg DE PESO SECO 

Control con Extracto 27.15 (72 hrs) 519 (48 hrs) 
Biotina con extracto 22.44 (48 hrs) 3.54 (48 hrs) 
Biotina sin extracto 4.84 ( 48 hrs) 36.4 ( 48 hrs) 

Tiamina con extracto 16.33 (72 hrs) 120.1 (48 hrs) 
Tiamina sin extracto 9.74 (72 hrs) 7.70 ( 72 hrs) 

Biotina + Tiamina s/extracto 11.16 (48 hrs) 9.31 ( 72 hrs) 
XAb sin extracto 6.68 ( 48 hrs) 7.72 ( 72 hrs) 

Se probaron tiamina y biotina solas y combinadas, con y sin extracto de levadura como 

podemos ver en la tabla 4.6.1 el control con extracto posee la actividad xilanolitica mas elevada, 

aún sobre aquella que sólo posee biotina y tiamina. Podríamos pensar que ésto se deba a que no 

solamente la biotina y la tiamina son las responsables del crecimiento del hongo sino que le hacen 

falta también los demás componentes del extracto de levadura. El extracto de levadura tiene la 

siguiente composición (Manual Difco,1994). 

Sulfato de amonio 3.5 g Molibdato de sodio 200 p 

L-Histidina 10 mg Sulfato de cinc 400 

D,L- Metionina 20 mg Fosfato monobásico de K 1.0 g 

D,L-Triptofano 20 mg Sulfato de magnesio 0.5 g 

Biotina 2.0p Cloruro de sodio 0.1 g 

Pantotenato de Calcio 4001.1 Cloruro de calcio 0.1 g 

Acido Fálico 2.0p Sulfato de manganeso 400 

Inositol 20004 Yoduro de postasio 100 	ti 
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Cloruro férrico 	 200 It 	Niacina 	 400 11 

Acido p-aminobenzoico 	 200 µ 	Sulfato de cobre 	 40.0 It 

Hidrocloruro de piridoxina 	400 µ 

Riboflavina 	 200 II 

Hidrocloruro de Tiamina 	40011 

Acido Bórico 	 500 pt 

Como se puede observar la composición del extracto de levadura es bastante compleja, 

según los resultados obtenidos podriamos decir que a la cepa MGM-470 require de no sólo de 

biotina y tiamina sino también de algunos otros componentes del extracto de levadura para 

conseguir un desarrollo adecuado. 
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48 hrs 	72 hrs 

Tiempo de Incubación 
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❑ Bicha con extracto 

■ 'loba sin extracto 
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Tiamina sin extracto 
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Fig. 22 Actividad iilanolitica producida sobre :danos de abedul al 1% con vitaminas: 
biotina y tiamina a 45°C,con agitación 100 Strokes/min, y p11 5.0. 

Celulasas 
Tampoco se obtuvo una actividad celulolítica importante. 
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48 hrs 	72 hrs 
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Fig 23 Crecimiento con vitaminas con o sin extracto de levadura al 0.3% a 45°C, con 
agitación 100 Strokes/min y pH 5.0. 
4.5 Morfología 

La cepa MGM-470 es un A.spergillus de color blanco por lo que podría pertenecer a 

algunos de los siguientes grupos: 

I. 	Grupo A. candidus.-Cabezas (grandes) globosa o radiales; conidioforos con paredes suaves, 

incoloras o amarillas cerca de la vesícula (solamente); esclerotia ocasionalmente visible. 

2. Grupo 4. nimia-Cabezas blancas, hemiesféricas hasta columnares, conidioforos con paredes 

lisas, incoloras 

3. Grupo A. fluvipes.- Cabezas inicialmente blancas, tendiendo a ser columnares; conidióforos 

con paredes suaves, mostrando algún tono de amarillo; presencia de células de Hülle torcidas 

4. Grupo A. jamo ( fase blanca).-Cabezas blancas, sostenida de conidióforos largos, con 

paredes suaves, incoloros terminando en vesicular con forma clava y sterigmata en dos series 

5. Cepas de Aspergilli blancas poseyendo las características básicas de sus contrapartes 

coloreadas también ocurren como mutaciones en A ..frimigatus, A. 	 A. terreus y 

grupo glaucus 

6.Grupo A. versicolor 
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Características 

Grupo A. cundidos 

1. Cabezas conidiales persistentemente blancas o convirtiendose a cremita con la edad; 

típicamente globosa, pero acercandose a columnares en cabezas pequeñas . 

2. Conidioforos suaves, incoloros o ligeramente amarillos en áreas terminales. 

3. Sterigmata en dos series, en algunos casos las primarias son mas grandes aún dentro de la 

misma cabeza. 
4. Conidia globosa o subglobosa, suave. 
5. Escleorotia presente en algunas cepas, obscuras acercandose a morado hasta negro cuando 

maduras. 

Grupo A. niveus 

Sinónimo: A. ehurneus 

I . Cabezas columnar en colores canela, amarillo claro , color carne claro o blanco. 

2. Conidióforos suaves, incoloros raramente exceden de 250 µ en largo. 

3. Vesículas hemiesídricas, con la mitad a 2/3 cubierta con tialides. 
4. tialides en dos series, generalmente apiñadas. 
5. Conidia suave, globosa hasta ligeramente eliptica, pequeñas. 

6. Colonias constantemente blancas o ligeramente marfil con la edad. 
7. Presentes en el suelo y vegetación en descomposición. Crecen bien a 35 a 37 °C. 

Grupo A. janus 
Posee dos tipos de cabeza: 

I. Cabezas blancas grandes, sostenida por conidióforos largos terminando en vesículas con 

forma de clava. 

2. Cabezas pequeñas, verdes sostenida por conidióforos cortos con vesiculas tipicamente 
ovaladas. 

Las colonias varían de color y en textura dependiendo del sustrato y la temperatura de 
incubación. 

Cabezas conidiales de color blanco con textura suelta, consistiendo de cadenas de conidia 

radiales y divergentes, comunmente de 150 a 200 Ir de diámetro a veces mas grandes. 

Conidióforos largos, delgados, generalmente con una longitud de 2 a 2.5 mm por 8 a 10 u de 
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diámetro, ocasionalmente son mas grandes, erectas y uniformes en diámetro, pero a veces son 

marcadas por 	numerosas e irregulares contracciones, paredes suaves, incoloros, 

aproximadamente de 1 a 1.4 tt de grosor. 

Vesículas con paredes delgadas, con forma de clava, generalmente de 45 a 60 It por 15 a 18 tt con 

estructuras individuales mas grandes o más pequeñas, superficie sueltamente cubierta con 

sterigmata. 

Grupo A. flavipes 

I. Conidioforos suaves , en un tono amarillo, color confinado en la última capa. 

2. Cabezas en forma de barril hasta columnar cuando está bien desarrollada, blanca o un tono 

vino a avellanoso. 

3. Vesiculas- Subglobosas a elípticas 

4. Conidia inclora, suave, pared delgada. 

5, Células de Hülle generalmente presentes de forma helicoidal o torcida. 

6. Presente en el suelo y en material en descomposición. 

Grupo A. veas. 

1. Cabezas conidiales- Hemiesféricas hasta casi globosa, en diferentes tonos. 

2. Conídioforos-Suaves, incoloros mas o menos sinuosos. 

3. Vesiculas.- Globosa hasta ovalada o elíptica con fialides radiales sostenidas sobre la superficie 

4. Fialides.- Dos series. 

5. Esporas.- Globosa o Subglobosa, equinulada. 

6. Células de Hülle presentes en algunas cepas de forma globosa. 

A fin de determinar las características morfológicas de la cepa de Aspergillus MGM-470 se 

cultivó tanto en medio líquido como en medio sólido para poder determinar si es que existen 

diferencias morfblogicas al ser crecido en tres medios distintos a 37 y 45°C. Los medios 

empleados fueron xilosa, olote y xilanos de abedul todos al 1%. En la Tabla 4.7,1 se observan 

las medidas aproximadas de algunas de las estructuras encontradas.(8) 
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TABLA 4.7.1 

. 	Medio Líquido Cabeza conidial 
t (Diámetro) 

Hifas 
11( Diámetro) 

37°C 
Xilano de abedul 14.28 5.00 

Olote — 1.90 
Xilosa — 1.58 
45°C 

Xilano de abedul 5.80 2.15 
Olote — 1.14 
Xilosa 2.40 

Medio Sólido 
37°C 
PDA 36.10 — 

Xilano de abedul 20.55-36.11 — 
Olote 23.07 — 
45°C 
PDA 41.11 — 

Xilano de abedul 31.70-50.76 — 
Olote 25.00 — 

Características generales que presenta la cepa MGM-470: 
Color de la cabeza:Blanca 
Forma de la cabeza:Globosa 
Fialides: En series dobles 
Forma de la vesícula:Globosa 
Con idioforos: Lisas y blancas. 

Sin embargo, variaron las características morfolóicas de acuerdo al sustrato en el que 
fueron crecidas. 
Medio Líquido Las cabezas son de forma irregular por lo que no puede decirse a que especie de 
itspergillus pertenece. 
1. Xilosa a 37°C- Cabezas irregulares,hifas blancas delgadas sin presencia de estructuras 

globosas rugosas (limones). 
2. Olote a 37°C- Cabezas irregulares, hifas blancas delgadas sin presencia de estructuras 

globosas rugosas (limones). 
3. Xilano de abedul a 37°C-Cabezas irregulares, hifas "vellosas" gruesas sin presencia de 

estructuras globosas rugosas (limones). 
4. Xilosa a 45°C-Hifas blancas delgadas, no se encontraron cabezas, sin presencia de estructuras 
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globosas (limones). 

5, Olote a 45°C- No se encontraron cabezas conidiales ,hifas blancas delgadas, presencia de 

estructuras globosas lisas (limones). 

6. Xilano de Abedul a 45°C- Cabezas blancas irregulares, hifas blancas delgadas, presencia de 

estructuras globosas rugosas (limones). 

Medio sólido 

I. PDA a 37°C- Cabezas globosas características, no se tomaron las hifas,no se encontraron 

estructuras globosas. 

2. Xilano de abedul a 37°C- Cabezas globosas características, no se tomaron Idas, no se 

encontraron estructuras globosas. 

3. Olote a 37°C- Cabezas globosas caracteristicas,hifas de tamaño irregular, no se encontraron 

estructuras globosas. 

4. PDA a 45°C- Cabezas globosas características ,blancas, no se tomaron hifas, no se 

encontraron estructuras globosas. 

5. Xilano de abedul a 45°C-Cabezas características, blancas, no se tornaron hifas, no se• 

encontraron estructuras globosas. 

6. Olote a 45°C-Cabezas globosas características, blancas, no se tomaron hilas, no se 

encontraron estructuras globosas. 

De acuerdo a los resultados ,excepto el tamaño de las conidias, la especie mas parecida es 

Aspergillus janus del grupo versicolor, ya que una buena parte de las características que éste 

grupo posee tberon encontradas, excepto quizá en el tamaño de la conidia. Thom y Raper (1945) 

reportan un tamaño que oscila entre I 50-2001t. Las observadas no son tan grandes, sin embargo, 

estos mismos investigadores dicen que éstas características cambian de acuerdo con el medio en 

el que hayan sido crecidos. Ahora bien, no se puede tomar como prueba concluyente de la 

identidad de un hongo basados solamente en un estudio microscópico sino que también deben de 

realizarse otro tipo de pruebas para lograr s identificación de forma certera. 

Con respecto a las estructuras globosas encontradas en dos de los sustratos a 45°C Ornar 

el al (63) encontraron unas estructuras globosas que eran las responsables de la síntesis de ácido 

cítrico en A.spergillus niger . Se podría pensar entonces que éstas estructuras globosas son las 

responsables de la producción de productos, en éste caso el producto son las xilanasas. Incluso 
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argumentarse el hecho de que no se encuentren en todos los sustratos, sobre todo si consideramos 

que en todos se tiene un buen crecimiento y además buena producción de xilanasas, sin embargo 

durante la elaboración del estudio fotográfico, se observó que éstas estructuras eran demasiado 

frágiles y que al ser sometidas al paso de electrones eran destruidas, además de que generalmente 

no se encontraban expuestas en el pellet. Pero éstos resultados encontrados tampoco son 

concluyentes, ya que para poder aseverar que éstas estructuras son las responsables de la 

secresión de xilanasas habría que realizar un estudio utilizando microscopia inmunoelectrónica 

empleando un anticuerpos para las xilanasas producidas por la cepa de ii.spergillus MGM-470, 
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Fig 4.7.1 Vista de cabeza conidial irregular de A.spergillus MGM-470. La barra corresponde a 

10 1.t.13 Vista de hita gruesa de A.spergillus MGM-470 con adherencias en su superficie . La barra 

corresponde a 10 tt.0 Vista panorámica de hitas cubiertas con hebras. La barra corresponde a 100 

tt.A,111 y C Crecidas en medio liquido sobre xilano de abedul al 1% a 37°C, 100 Strokes/min, 72 

hrs de incubación y pH 5.0.D Vista de cabeza conidial sin conidias de Aspergillus• MGM-470 

crecido en medio liquido sobre xilosa al 1% a 37°C, 100 Strokes/min, incubación 72 hrs y pH 5.0. 

La barra corresponde a 1001t. 
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Fig 4.7.2 A Vista panorámica de !liras regulares con escazos ensanchamientos y cabezas 
conidiales irregulares de A.spergillus MGM-470 crecido en medio liquido sobre xilosa al 1% a 
37°C. 100 Strokes/min, incubación 72 hrs y pH 5.0. La barra corresponde a 10011.13 Vista de una 
probable cabeza conidial irregular de Aspergillus MGM-470. La barra corresponde a lOpt.0 Vista 
de hifas de Aspergilhis MGM-470 penetrando un rragmento de olote. La barra corresponde a 100 
p.A y C rueron crecidos en medio liquido sobre olote a 37°C, 100 Strokes/min, incubación de 72 
hrs y pli 5.0.1) Vista de cabeza conidial irregular de A,spergillus MGM-470 crecida en medio 
liquido sobre xilano de abedul a 45°C, 100 Strokes/min, incubación 72 hrs y pH 5.0. La barra 
corresponde a I0µ, 
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Fig 4.7.3 A Vista de estructura globosa de A,spergillus MGM-470 con gotitas retenidas en la 
superficie que parecen indicar que no son solubles en el alcohol que se empleó para deshidratar la 
muestra.Crecida en medio liquido sobre xilano de abedul a 45°C, 100 Strokesimin, incubación 72 
hrs y pH 5.0. La barra corresponde a lOR.B Vista de fragmento de olote con hifas de Aápergillus 
MMG-470 crecido en medio líquido sobre olote a 45°C, 100 Strokes/min, incubación 72 hrs y p1.1 
5.0. La barra corresponde a 10011. C Vista de estructura globosa de Aspergillus MGM-470 con 
fibras sugestivas de xilanas.Crecido en medio líquido sobre olote a 45°C, 100 Strokesímin, 
incubación 72 hrs y p1-1 5.0. La barra corresponde a 10 u.D Vista de hifas septadas de A.spergillus 
MGM-470 crecido en medio líquido sobre xilosa a 45°C, 100 Strokes/min, incubación 72 hrs y 
pll 5.0. La barra corresponde a 100. 
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Fig 4.7.4. A Vista de cabeza conidial irregular de Aspergillus MGM-470 cultivada en medio 
líquido sobre xilosa a 45°C, 100 Strokes/min, incubación 72 hrs y pH 5.0. La barra corresponde a 
1103 Vista de cabezas conidiales de forma globosa característica de ..i.spergillus MGM-470 
crecido en medio sólido sobre xilano de abedul a 37°C, 100 Strokes/min. incubación 72 hrs y pH 
5.0. La barra corresponde a 100R.0 Vista de cabezas conidiales de forma regular de Aspergillus 
NIGM-470 crecido en medio sólido sobre xilano de abedul a 45°C, 100 Strokes/min, incubación 

72 hrs y pli 5.0. La barra corresponde a 100R.1) Vista de caben conidial de .,I,spergillu.s. MG4I-
470 crecido en medio sólido sobre PIJA a 45°C, 100 Strokes/min, incubación 72 hrs y pH 5.0. La 

barra corresponde a I0µ. 
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Fig 4.7.5 A Vista de cabezas conidiales regulares de Aspergillus MGM-470.B Vista de cabezas 
conidiales regulares de Aspergillus MGM-470 sobre un fragmento de olote.0 Vista panorámica 
de cabezas conidiales crecidas sobre un fragmento de olote.A,B y C fueron crecidos en medio 
sólido sobre olote a 45°C, 100 Strokes/min, incubación 72 hrs y pH 5.0. 
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5. CONCLUSIONES 

- La cepa 470 fué la que mejor creció y produjo mas xilanasas . 

2. - El mejor pH está en un rango entre pH 4 y 5. 

3. - Los resultados muestran que las xilanasas extracelulares de Aspergillus MGM-470 son 

inducidas por xilosa en concentración de 0.5 y 1%, xilanos de abedul, olote, xilanos de avena 

asi como combinaciones de estos y en menor grado por la hemicelulosa. 

4. - Las mejores fuentes de carbono para el crecimiento de Aspergillus MGM-470 y arreglados 

en orden decreciente son: xilanos de avena, xilanos de abedul,xilosa y olote. 

5. - No se produjo actividad xilanolitica en: acetato,citrato, pectina, arabinosa y ramnosa, lo 

que sugiere que las xilanasas extracelulares de "1.spergilhis MGM-470 no son constitutivas. 

G. - El contenido de celulasas producidas por Aspergillus MGM-470 es bajo incluso podría 

considerarse corno despreciable. 

7. -Los resultados también muestran que el empleo de otras fuentes de nitrógeno favorecen la 

síntesis de silanasas.la mejor resultó ser L-Asparagina al 0.2 %, seguida de Sulfato de 

amonio y en menor grado: Lisina, Arginina, Histidina y Casaminoacidos al 0.2 y 0.4 %. 

8. -La biotina y la tiamina no son las responsables del crecimiento del hongo, aparentemente se 

requiere de otros componentes del extracto de levadura. 

9. - De acuerdo con lo observado en las fotografias del microscopio electrónico la cepa 

Aspergillus MGM-470 podría ser A.spergillus janus del grupo versicolor, sin embargo, esto 

no es concluyente sino que hay que realizar otras pruebas para descartar cualquier otra 

especie. 
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