P e gt

Universidad Nacional Auténoma -

de Méxio <= )

Facu!tad de Quimica

Evaluaciin del Efecto del pH y la Fuente de
Carbono Sobre la Produccion de Xilanasas
en Cepas de Aspergitius Creciendo
a 45°0C

T ESTIS

Que, para obtener el titulo de :

QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA:

Ana Mercedes Herndndez Tejada

Meéxico, D,F. 1995

FALLA DE ORIGEN

' TESIS CON
LA DE ORIGEN S



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado

Presidente Prof. Mu. de Lourdes Escamilla Hurtado
Voeal Prof. José Guillermo de Jesis Aguilar Osorio
Secretario Prof. Marcos Francisco Baez Ferniindez.

I er Suplente Prof. Francisco Javier Casillas Gomez

2 nda. Suplente

Sitio donde se desarrolld el tema:

Laboratorio de Fisiologia de Hongos Filamentosos ; .
Departamento de Alimentos y Bioteenologia ‘

Facultad de Quimica, UNAM.

Asesor

Dr, José Guillermo de Jesds Aguilar Osorio

Sustentante

Ana Mercedes Hermindez Tejada

T



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Guillermo Aguilar Qsorio por su tiempo y asesoria para l1a elaboracién de
ésta tesis, asi como la formacién que he recibido, a su esposa Blanca Trejo por sus
comentarios y ayuda.

A mis amigos y compaiieros ; Lauris, Ricardo, Luis, Marti, Leo , Sarita, Normita
por hacer mas agradable mi estancia en el laboratorio,

Al Sr, Rodalfo Robles, Jacobo Garibay y Susana Mendoza por su enorme ayuda en
la realizacion del estudio morfoldgico, asi como su amistad,

Al Dr. Eliseo Hernadndez Baumgarten por su gentileza y ayuda para la realizacion
de ésta tesis.

Al Ing. Rincon y al Dr. Esteban Labrandero por su ayuda y su ﬁempo.
A Mauricio por ser mi fiel amigo por tantos aiios,

A Eloisa, Ximena ¢ Ivonne por ser mis amigas y consejeras en los buenos y malos
momentos de mi vida.

A Moni, Rosi y Alicia por su amistad durante Is carrera. Espero que se prolongue.

Y a todos mis amigos de la carrera: Araceli,Bety, Claudia, Eneida, Heber, Gus, Ale,
July, Margarita y aquellos que haya olvidado mencionar.

A Magda por darme sus consejos tan acertados y su amistad incondicional,

A Ari y Lupita por una amistad fuerte que aunque hemos estado iejos se ha
conservado,

Este trabajo fué financiado parcislmente por la Direccion General de Asuntos del
Personal Académico Proyecto IN209194 y por el Programa de Becas para Tesis de
Licenciatura en Proyectos de Investigacidn de la Secretariy General de In UNAM,




N et

DEDICATORIA
A mis padres por ser un ejemplo a seguir en ¢l camino de la ciencia y de la vida.

Gracias por brindarme todo su amor y apoyo.

A Cheo, mi queridismo hermano por su amistad y apoyo & lo largo de toda mi vida,
Gracias por todos tus consejos !

A Gerardo mi queridismo novio por su enorme espirits de lucha y superacién . Te
amo.

A mi dulce abuelita "colibri", tios y primos, por su apoyo y amor constante.

"Nadie consigue atar un trueno, y nadie consigue apropiarse de los cielos del otro en el
momento del abandono"
Luis Sepilveda (Escritor Chileno)



P e

DEDICATORIA
A mis padres por ser un ejemplo a seguir en el camino de la ciencia y de la vida,

Gracias por brindarme todo su amor y apoyo.

A Cheo, mi queridismo hermano por su amistad y apoyo a lo largo de toda mi vida.
Gracias por todos tus consejos !!

A Gerardo mi queridismo novio por su enorme espifitu de lucha y superacion . Te
amo,

A mi dulce abuelita "colibri", tios y primes, por su apoyo y amor constante,

""Nadie consigue atar un trueno, y nadie consigue apropiarse de los cielos del otro en el
momento del abandono"
Luis Sepulveda (Escritor Chileno)



CONTENIDO
1. INTRODUCCION
2. ANTECEDENTES

2.1 Estructura quimica de las hemicelulosas
2.3 Género Aspergillus

2.4 Morfologia de Aspergillus

2.5 Tipos de xilanasas

2,6 Xilanasas microbianas

2,7 Mecanismo de accion de las xilanasas
2,8 Usos de las xilanasas

2.9 Regulacion de la sintesis de xilanasas
2.10 Nuevas Posibilidades

2.11 Microscopia Electrénica

3. MATERIALES Y METODOS

Estrategia experimental

3.1 Seleccion

3.2 Produccion de xilanasas a 45°C

3.3 Determinacion de las caractcristicas
morfoldgicas

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccion a 37°C

4.2 Efecto del pH

4.3 Efecto de diferentes fuentes de Carbono
4.4 Efecto de diferentes fuentes de Nitrogeno y
vitaminas

4.5Morfologia

5. CONCLUSIONES

6. BIBLIOGRAFIA

PAG

S Ny 4 W

-

IX)
16
17
18

20
20
21

24

25
25
33
41

48

60




e g

i

LINTRODUCCION

Los residuos organicos del bosque y agricolas contienen celulosa, hemicelulosa y lignina
en una proporcion de 4:3:3; el porcentaje de extraccion de estos tres componentes varia de fuente
en fuente.

Fuentes potenciales de hemicelulosa incluyen cafia de azicar, sorgo y cultivos con alto
contenido de almidon como el maiz, papas dulces, yuca y otros residuos forestales y agricolas,
Los residuos de desecho contienen hasta un 40 % de hemicelulosa como pentosas.

Varios microorganismos estan involucrados activamente en la degradacion de
hemicelulosas. La presencia de microorganismos capaces de degradar la hemicelulosa,
particularmente los xilanos, fué reportado hace mas de cien afios por Hoppe-Seyler (1889), quien
describio un proceso de produccion de gas utilizando una suspension de xilanos de madera y
microbios del lodo de un rio. Los monomeros de varias hemicelulosas son utiles en ta produccion
de diferentes antibioticos, alcoholes, alimento para animales, quimicos y combustibles. Los
requerimientos de la humanidad de quimicos y alimento para animales pueden ser llenados
mediante la utilizacion de desechos hemiceluldsicos agricolas e industriales .

La mayoria de las especies filngicas producen xilanasas y celulasas al ser cultivadas en
celulosa pura y materiales de desecho agricola como tnicas fuentes de carbono. Se han realizado
estudios para conseguir la  optimizacion en la produccion de xilanasas variando diversos
parametros como son pH, temperatura, aereacion y composicion del medio (1)

2.ANTECEDENTES

2.1 Estructura quimica de las hemicelulosas

La hemicelulosa es el segundo recurso natural mas abundante de la naturaleza después de
fa celulosa. Esta se loealiza en la pared celular de los vegetales y es un polimero que se encuentra
almacenado en las semillas.(1). Se asocia principalmente a la pectina, a la celulosa y a otros
polimeros con estructuras de mananas, glucomananas, arabinogalactanas, etc. Su composicion
quimica consta de pentosas (arabinosa y xilosa), hexosas ( glucosa, manosa y galactosa), acidos
uronicos ( galacturdnico y glucuronico) y algunos desoxiazicares ( Fig. 1). Una de las
hemicelulosas méis abundantes son los xilanos y estan compuestos por la union § (1,4) de



unidades de D-xilopiranosas y con ramifiicacion de L-arabinofuranosas mediante los carbonos 2 o
3 de xilosa.(2)

Uni()n B-(1—H-D-Xilopiranosa

l-. 'f_" nr-’) ,,‘_.\
Chu M \“N \/./:“.

" Cn
D'}:;;gg,;*;,;m | Union del acido Union del

e @-(lo2)40 | a1
,—-; | metil- . . L-arabinu wranosa
"'“\i—'/\/ D- glucuromco /‘_\,

x

e

Grupo Ac acetilo
Fig 1. Estructura de 10s xilanos con ramificaciones

Fuente Bastwade (1)

I.a madera esta 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, dcido 4-O-metil-D-glucuronico, dcido D- glucurdnico y
dcido D-galacturénico.

Los xilanos de maderas suaves poseen pocas cadenas dcidas laterales en comparacion con
los xilanos de maderas duras. Generalmente ,existe un grupo acetilo por cada dos residuos de
xilosa en madera dura, pero tal acetilacion ocurre en la posicion O-3 ¢n vez de la O-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 acido por cada nueve a doce residuos
de D-xilosa. Dutton y Smith (3) encontraron que las unidades fundamentales de los xilanos de
madera suave consistian de 13 residuos de (1,4) B-D- xilanopiranosa unidos a2 tres residuos
a-(1,2) L- arabinofuranosa.(1)

Se ha aceptado que los xilanos de naderas duras son polimeros lineales. El hecho de que
los xilanos sean capaces de formar peliculas fuertes debe de considerarse como indicativo de su

~



naturaleza linear. De acuerdo con Horio e Imamura una pelicula de xilanos de haya, en su estado
seco, tiene la fuerza tensil comparable al celofan.(4).

TABLA 1, COMPOSICION QUIMICA DE LA BIOMASA CELULOSICA

NOMBRE CELULOSA HEMICELULOSA  LIGNINA ALMIDON

% % % %
Maderas duras 40-55 25-35 25-35 -
Maderas Suaves 4550 25-35 25.35 ———a
Pajas de pasto 25-40 25-40 10-30  eeen
Maiz/Trigo 34 e 1-2 80-85
Algodon 89 e —
Olote 38 26 |
Hojas 15-20 80-85 0 emeee ceeew
Periodico 40-55 25-40 1830 e
Abedul 409 327 193 eeeee
Abeto 46.1 24.6 263 0 eaee-

Fueme Vermeer ¢t al (44)

2.2 Extraccion 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 -
extraccion parcial de la hemicelulosa presente en plantas mediante la utilizacion de agua caliente
y/o fria o con alcali diluido. Generalmente se utilizan KOH o NaOH del 4 al 10 %. Sin embargo,
Wilkie (5) logro la maxima extraccion de hemicelulosa empleando KOH al 24 %, pero encontro
que los grupos acetilo presentes en los xilanos de plantas y pastos se encontraban hidrolizados.
Las fracciones extraidas con alcali diluido contenian fracciones de xilanos de bajo peso molecular,
mientras que aquellas tratadas con alcali concentrado removian fracciones de alto peso molecular
e forma selectiva.(1)

Las propiedades de los xilanos son las siguientes:
1) Los xilanos desacetilados son insolubles en agua, pero solubles en soluciones alcalinas y
son facilmente hidrolizados con acidos.




2) Los xilanos acetilados pueden ser extraidos con agua caliente y son mds solubles en
agua.

3) Las soluciones de xilanos no reducen la solucion Fehling,

4) Las soluciones de xilanos poseen rotacion optica negativa variando de o 78.2°a
109.5°.

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

Los monomeros de varias hemicelulosas son empleados en la produccion de diferentes
antibioticos, alcoholes, alimentos para animales, quimicos y combustibles. (1)

Los hongos filamentosos han sido utilizados de manera tradicional desde hace miles de
afios. Industrialmente se emplean en la produccion comercial de una gran variedad de productos
utiles para el hombre como antibioticos, enzimas y acidos organicos entre otros. Asimismo,
poseen una gran versatilidad bioquimica y metabdlica, 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 descomposicion de materia
organica, la degradacion de hidrocarburos, tartamientos de aguas residuales, etc.

Dentro de este grupo de microorganismos destacan los géneros Aspergillus y Penicillium,
por el sinnumero de aplicaciones que actualmente se han desarrollado con ellos y por su gran -
potencial pueden ser utilizados como modelos de expresion y secrecion de diversas moléculas de
interés biologico.

2.3 Género Aspergillus

El género Aspergillus es de los que presentan una mayor distribucion geografica,
encontrandose desde las regiones articas hasta el Ecuador. Son de los hongos mas omnivoros que
existen, capaces de asimilar como alimento una enorme variedad de sustancias debido al gran
nimero 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
algun tipo de materia organica y un poco de humedad. Si ambos factores estdn 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, ademas de provocar su descomposicion, producen sustancias toxicas
llamadas micotoxinas.

Algunas especies crecen en articulos de piel, telas, papel y otros productos
manufacturados provocando su deterioro y reduccion de valor, impartiendoles un caracteristico




P e g

olor a moho.

Algunas especies son patogenas para el hombre y animales y pueden producir infecciones
denominadas colectivamente aspergilosis, siendo la pulmonar la mas seria.

Debido a las grandes actividades enzimdticas de los aspergilos, varias especies son
utilizadas en diversos procesos industriales para la elaboracion comercial de productos que
abarcan desde acidos organicos hasta enzimas, antibioticos y alimentos fermentados de varias
clases, estos utlimos principalmente en paises orientales. Por ejemplo, los acidos citrico y
gluconico son sintetizados en una escala industrial utilizando cultivos seleccionados de A. niger; |a
salsa de soya y otros productos fermentados similares, como la salsa tamari, son elaborados con la
intervencion de 4. oryzae y 4. tamarii,

Junto con Penicillium, 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 extrinsecos poseen
una profunda intluencia sobre su crecimiento y biosintesis de micotoxinas, pudiendo ser los
siguientes: agua, temperatura, pH y composicion de los gasés.

a) Aw: Laactividad del agua puede afectar a la germinacion de diferentes formas:

* El Aw minimo para la germinacion.

* El tiempo lag antes de la germinacion.

* Larazon de extension del tubulo germinal.

b) Temperatura: El género Aspergillus crece normalmente en temperaturas que oscilan
entre los 15y los 30 ° C. Sin embargo, algunas especies son capaces de crecer a temperaturas por
arriba de éste rango. Especies de A. fumigatus han sido aisladas del suelo caliente del desierto,
paja, de los pulmones de aves, de fetos abortados de mamiferos y de combustible de avion.

Por otro lado, especies de Aspergillus pueden sobrevivir a 4 °C por lo que pueden ser
conservados en refrigeracion. Algunos microorganismos son daiados 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 fenomeno.

¢) pH: Los niveles de pH son dificiles de controlar, ya que el crecimiento fingico en si
resulta en un cambio en el pH del sustrato. De hecho, la adicion de conservadores a los alimentos
pueden afectar sus procesos metabolicos modificando los limites de Aw en los cuales la
germinacion y el crecimiento ocurren. A. niger puede crecer en un rango de 1.5 a 98 , A
candidus enuno de 2.1 a 7.7 y . repens enuno de 1.8 28.5. (6)

et



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

Aspergillus oryzae

Aspergillus phoenicis

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
B-galactosidasa 3.2,1.23
B-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 dcida 3.4.23.6
Tanasa 3.1.1.20
XILANASA 3.2.1.32
a-amilasa 3.3.1.1
y-amilasa3.2. 11
amiloglucosidasa
{3-galactosidasa 3.2.1.22
B-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 dcida 3.4.23.6
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 flavus Proteasa alcalina 3.4.21.14

6
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En particular, los hongos del género Aspergillus tienen gran capacidad para la secrecion
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 manipulacion a
nivel molecular. Se han utilizado tanto de manera tradicional como en la produccion de muchos
productos.

2.4 MORFOLOGIA DE ASPERGILLUS:

Division: Eumycota 11
Subdivision: Deuteromycotina
Deuteromicetes
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Aspergillus '

Raper and Fennell (1965) reconocen 132 especies y I8 variedades en el género. Estas
pueden ser clasificadas en 18 grupos todas con caracteristicas en comun. Las caracteristicas son :
1. Color dela cabeza: Negra, blanca, amarilla y varios tonos de verde.

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

[

3. Fialides en serie: Simples o dobles.

4. Formade la vesicula: En forma de clava, globosa, subglobosa, subclava,espiral, hemiestérica o
plana y con o sin contraccion en el conidioforo inmediatamente abajo de la vesicula.

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

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

. Apice ded
conidioloro .—

]
Conidioforo ~, \'
\

Cor\idia\.yaS

i

iali CarG
r'““d“'?‘-fé?}s“‘*"' ,

e e
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n :_.‘ 7
b )

l-:l; 1. Partes 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 especifico 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 -xilanasas desdoblan las uniones f-(1,4)-D- xilopiranosil de los xilanos. (1)

Las xilanasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, ya que estan
presentes tanto en procariotes como en eucariotes. Dentro de los eucariotes se han encontrado en
protozoarios, caracoles y semillas de plantas en germinacion, 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.(1)

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

1)BXILOSIDASA Degradan «xiloligomeros cortos a «xilosa y
poseen_actividad de transferencia sustancial.

EXOXILANASAS Producen xilosa a pantir de xilanos y no
poseen actividad de transterencia.

ENDOXILANASAS Existen 4 tipos:

A) No pueden cortar ramificaciones que inician

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

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

C) Cortan ramificaciones y producen xilosa y
xilobiosa.

D) Cortan ramificaciones y producen oligomeros

de tamaiio intermedio.

Fuente Murray et al (45)
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2.6 Xilanasas microbianas-

Las D-xilanasas ( E.C. 3.2.1.8 , 1,4 -B-xilan xilano hidrolazas) son capaces de hidrolizar
lasuniones (1,4)-B-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 introduccion del sustrato sobre el que actian.

Muchos organismos producen mas de una endoxilansa, y las endoxilanasas tienen diferente
especificidad por distintos sustratos. Por ejemplo, Comtat (10) aislé nueve xilanasas de cultivo de
Sporatrichum dimorphosporum. John et al(11) 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 si variando su pH optimo desde 4.0 a 6.5. Las enzimas degradan
arabinoxilanos por un endo mecanismo produciendo L-arabinosa, D-xilosa, xilobiosa y una
mezcla de oligosacaridos ramificados de arabinoxilosa y D-xilosa. Dos de las xilanasas poseian
una amplia capacidad de degradar a diferentes sustratos incluso eran capaces de degradar celulosa
cristalina. Por otro lado la f-xilosidasa poseia unaactividad optimaapH6.7a7.0a42°C,

2.6.1 Xilanasas de hongos

Dentro de los hongos se han estudiado diversos géneros Chrysosporium (13), Scleroticum
(14), Aspergillus (15) y Aureobasidium (16), levaduras y bacterias filamentosas y discretas (17).

Segtn Bailey ¢f alf 12) se encontraron altos niveles de xilanasa en Aspergillus foetidus
VTT-D-71002 que aparentemente es no celulosica y por lo tanto podria ser una posible fuente de
hemicelulosas libres de celulasa para su posible utilizacion en la industria del pulpeo.

En esta especie de Aspergillus se encontrd que la mayor produccion de xilanasas fué
utilizando un andlogo de la xilobiosa la §-metil-D-xilosido que resulto ser el mejor inductor.

Por otro lado Nakanishi ¢ a/ (18) encontraron una xilanasa extracclular producida por
Cryptococcus flavas, la cual posee un pH optimo de 4.5 y es estable en un rango 3 a 8.0 siendo su
temperatura dptima de 55 °C. La enzima resultd ser especialmente activa sobre varios
xilooligosacaridos (xilotriosa sobre todo ) y xilanos e inactiva sobre celulosa, almidon y
arabinosa. Su patron de hidrolisis sobre varios xilooligosacaridos ( desde xilobiosa hasta
xilopentaosa) y xilanos demostrd que éste enzima es del tipo endo y que posee actividad trans-



xilosidica.

Gosh et al (19) encontraron que Aspergillus sydowii MG-49 produce la xilanasa (EC
3.2.1.8) y la B-xilosidasa (EC 3.2.1.37) en un periodo corto de incubacion (72 hrs),cultivadada en
xilanos como unica fuente de carbone. Se encontré que la xilosa ( producto de degradacion de los
xilanos) puede inducir la produccién de ambas enzimas xilanoliticas. La xilanasa producida era
excretada extracelularmente mientras que la B-xilosidasa se localizé en el interior del micelio, a
diferencia de otros microorganismos donde ésta es extracelular. El pH optimo para la produccion
de ambas enzimas era de 4.0 mientras que la temperatura era de 30°C. Sin embargo,ambos
enzimas mostraron caracteristicas termoestables teniendo su actividad maxima in vitro a 60°C. La
produccion de la xilanasa se encontro fuertemente influenciada por la adicion de algunos
aminoacidos en el medio de fermentacion y ademas no producia celulasas.

Milagres et al (21) encontraron que Penicillium janthinellum es un buen productor de
xilanasas comparable con T.reesei. Su actividad era inducida por xilanos,bagazo de cafla de
aziicar o xilosa. La induccion por xilanos era reprimida por la presencia de xilosa o glucosa. Las
condiciones optimas de actividad xilanolitica fué una temperatura de 40°C y un pH de 5.5.
Ademas no se encontro actividad endocelulolitica.

Segtin Herzog ef al(31) en T.reesei tanto los productos de degradacion de los xilanos y
de la celulosa sinergisticamente inducen a la formacion de xilanasa. En el caso de Trichoderma

longibrachiatum se encontré 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 maxima actividad se observo a pH de 4.8 a 5.5 a 55°C. Se ha
observado que el mecanismo de la endoxilanasa podria ser como sigue:

McCarthy et af (1985) investigaron cuatro actinomicetos termofilicos para la produccion
de xilanasas utilizando xilanos y oligosacaridos como inductores. Ellos sugirieron que una
pequefia cantidad de actividad xilanolitica constitutiva puede generar xilooligosacaridos de bajo
peso molecular a partir de xilanos y que éstos pueden actuar como inductores para aumentar la
produccion de xilanasas.Sin embargo, la xilosa fallo como inductora de xilanasas, asi como la
glucosa, galactosa y fructosa cuando eran empleadas como unica fuente de earbono ( 1),

Debido a que los xilanos son incapaces de entrar a la célula microbiana, la induccion de
xilanasas es estimulada por fragmentos de bajo peso molecular de los xilanos, los cuales son
producidos en el medio por una pequeiia cantidad de enzima producida constitutivamente.
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2.6.2. Xilanasas bacterianas

Biely y Petrakova (20) probaron diferentes inductores para fB-xilanasa producida por
Cryptococcus albidus encontrandose que ésta es inducida por compuestos que contengan
unidades B-xilopiranosilo en su porcion no reductora. Aunque esto no significa que todos sirvan
sino que también depende de su estructura aglicona. En  C. albidus tanto la B-xilanasa como
la  PB-3xilosidasa son indueibles por isdmeros posicionales XilB!-4xyl pero resulto ser mejor
xilB 1-4 ara ya que su periodo de incubacion es corto.

Segin Keskar ef al (22) en las xilanasas producidas por una cepa de Streptomyces 17
encontraron que hay un residuo de triptofano y uno de cisteina en el sitio de union del sustrato.
Ademas ,mencionan que lo mismo ocurre con las lisosimas y las eelulasas por lo que sugieren una
relacion entre las tres.

Biely y Petrakova (20) dicen que la xilobiosa es el inductor de enzimas xilandegradativas
asi como la celobiosa es el induetor de enzimas que degradan la celulosa. Sin embargo, en algunos
casos la aplicacion de estos oligosacaridos no asegura una alta sintesis de enzima debido al
metabolismo de las células de estos oligosaearidos y su represion catabolica subsecuente. Se ha
visto que los isomeros posicionales resultan ser mejores inductores. Asi mismo encontraron que
en algunos microorganismos la soforosa (2-O- P-D-glucopiranosil-D-glucopiranosa) es un
inductor mas eficiente para celulasas que la celobiosa. Asi también la alolactosa, un isomero
posicional de la lactosa, se conoce como un excelente inductor de f-galactosidasa en L. coli.
Tanto la alolaetosa como la soforosa se forman de la union 1,4 beta de sus dimeros mediante
reacciones de transglicosilacion catalizada por las f-glicosidasas ¢n sus respectivos sistemas
celulares.

También se han encontrado xilanasas termoestables de bacterias termofilicas, tanto
anaerobias como acrobias. La xilanasa producida por  Bacillus thermoalkalophilus es
optimamente activa a 70 C y pH 6 a 7.0 ( 24). Las xilanasas de una bacteria termofilica estricta
Caldocellum saccharolyticum tiene una temperatura optima de 70°C y un pH Optimo entre 5.5 y
6.0 (22).

Simpson ¢r al (26) deseribieron una xilanasa extremadamente termoestable de
Thermotoga sp activaa 105°Cy pH de 5.0a 5.5.

Los miembros del género Dictyoglomus representan a un grupo relativamente nuevo de
bacterias termofilicas anaerobias productoras de xilanasas (27),

Sunit y Sunil (28) encontraron que Cellulomonas fimi producia tres xitanasas (A,B y C),
pero que su cantidad era mayor al crecerlo sobre carboximetilcelulosa y xilanos. Ademas que
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existe una represion catabdlica sobre la actividad xilanolitica al agregar glucosa, celobiosa u otro
sustrato facilmente metabolizable al medio durante su crecimiento sobre CMC.

La xilanasa A poseia una temperatura optima de 45°C y un pH de 5.0, la xilanasa B
poseia una temperatura optima de 40 °C y un pH de 6.5 y la xilansa C poseia una temperatura
optima de45°C y unpH de 5.526.5.

En bacterias se han estudiado diversas especies de Streptomyces sp ya que son muy
abundantes en vegetales en descomposicion y en el suelo, Se han encontrado que Strepfomyces
lividans es un buen productor de xilanasas asi como Strepromyces xilophagus y especies de
Chainia. Grabski y Jeffries (29) dicen que la especie que resultd ser la mejor en cuanto a la
produccidn de xilanasas es Strepromyces roseiscleoticus ademds 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 purificacién. También se
encontrd que esta B-1-4-endoxilanasa mostrd alta actividad sobre xilanos pero muy baja actividad
sobre celulosa hinchada con dcido. Siendo su pH optimo de hidrolisis sobre arabinoxilano de 6.5 a
7.0 y una temperatura de 70 °C. "

La induccion de enzimas xilanoliticas en diferentes células microbianas es regulada por
diversos compuestos como son alquil o aril-B-D-xilosidos en Strepromyces sp ( Nakanishi et al |
1976) y metil-p-D-xilosidos en Cryptococcus albidus (20).

2.7 Mecanismo de accion de las xilanasas

La endoxilanasa I (EX1) 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 degradacion de
los xilanos puede ser inducida tambien en el micelio.

El producto final principal de! ataque del EXI, es la xilobiosa, la cual puede entrar a la
célula y promover la biosintesis de mas EXI, mediante su accion 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 disacirido P-unido, el cual

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

parecen ser muy relajados ya que otros disacaridos f-unidos son capaces de inducir la secrecion
de un poco de EXI. Aparentemente la union 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 teorias de como es el mecanismo de accion de las xilanasas:
Otro grupo de investigadores proponen otro mecanismo son Wang et al (32) . Dicen que en
Streptomyces cyanens se producen 3 xilanasas la xilanasa I'y II son inducidos por xilanos pero no
por la xilosa o metil-B-D-xilosido. Su produccion también es reprimida por glucosa. La xilanasa
I es constitutiva, pero su produccion es parcialmente reprimida por la glucosa. Se propone que
la xilanasa IIT actua sobre los xilanos produciendo inductores para las xilanasas I y II, funcionando
COmo sensor.

Comtat et al (33 ) probaron la accion de una xilanasa encontrando una posible explicacion
de su forma de actuar, confirman lo que otros autores han propuesto acerca de que la union
glicosidica del lado izquierdo de la molécula es mas facilmente hidrolizable por las xilanasas.
Conforme la xilobiosa se acumula como producto final de la hidrolisis y que los heterosacaridos
mas pequeiios son Ara-Xil2 y Gle-Xil3, es posible concebir que el grupo xilotriosil es necesario
para que la hidrolisis se lleve a cabo. Para poder justificar la presencia de los oligdmeros, éste
componente trisacarido debe de tener su residuo xilosil (I) en el lado izquierdo y sustituido en O-
2,(I1) insustituido en 0-2 y 0-3, y el residuo Il ramificado o sin ramificar.El corte se realiza entre
los residuos 11 y 111 Y que por lo tanto el sitio de union de la xilanasa acomoda al residuo de
xilobiosa sin considerar la presencia del sustituyente en 0-3(1). Cuando el sustituyente esta 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 er al (34) dicen que es posible que los sustituyentes tengan un papel
importante en la union enzima-sustrato y que esto ayude a la accion de fa xilanasa. De hecho, se
ha visto que esta pudiera ser la razon del porque tres xilanasas tienen preferencia por xilanos
ramificados. Sin embargo, estas conelusiones son dificiles de amillarar ya que el grado de
sustitucion también es directamente proprocional a la solubilidad, siendo ésta wltima otra
propiedad de los xilanos que influyencia la hidrolisis enzimatica. Las actividades de las xilanasas y
B-xilosidasas dependen de el largo de la cadena de xilooligosacaridos.

Okasaki er al (30) han trabajado con cuatro cepas de distintas de Baciflus 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 estan formadas por dos componentes. De €stas cuatro cepas se
tomaron dos,por ser las mas representativas ,(W1 y W2). Al medir el pH WI-1 y W2-I poseian
una actividad optima a pH 6.0. Por otro lado, W1-1I 'y W2-II poseian actividades elevadas a pH
alcalinos, W1-1I era mas 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 Optima
para W1i-1 y W2-1 fué de 65°C y para WI-II y W2-II fué de 70°C. Durante la hidrolisis, en las
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primeras etapas se producian Xilooligomeros de alto peso molecular, conforme iba avanzando la
hidrolisis . Con WI-I y W2-1 los productos finales de la hidrolisis fueron xilobiosa (X2),
Xilotriosa(X3), Xilotetraosa(X4) y Xilopentaosa(X5), sin embargo, xilosa(X1) no se produjo.Por
otro lado con W1-11'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 palustris, los azicares neutros en los hidrolizados eran xilosa y xilobiosa en una
proporcion de 1 a 4. Los principales azicares dcidos fueron dcido 4-O-metil-D- glucurdnico y
0-(4-0- Me- a-GlcAp)-(1,2)-0- B-D-Xilp-(1,4)-D-Xilp0-(4-0-Me- a-D-GlcAp)(1,2)-0- §
-D-Xilp(1,4)-D-Xil,0-(4-0-Me- a-D-GlcA)-(1,2)-0- §-D-Xylp-(1,4)-0- fD-  Xilp(1,4)-0- B
-D-Xilp(1,4)-D-Xil estuvieron presentes en baja cantidad.

Estos acidos aldourdnicos acarrean al residuo dcido 4-O- metil-D-glucopiransiluronico a
1a porcion no reductora de fa xilosa. Este hecho indica que las xilanasas poseen una alta afinidad
por las uniones B-(1,4)-xilosidicas. Por otro lado las dos uniones {-(1,4)-xilosidicas en la
vecindad derecha de la cadena acida son muy resistentes a la accion enzimatica debido al
impedimento estérico del sustituyente.

La hidrolisis de los xilanos de maderas suaves con xilanasas homogenecas ha sido
estudiada por varios investigadores. Debido a que los xilanos de madera suave contienen una
porcion arabinofuranosido ademas de la porcion del acido 4-0-metil-D- glucopiranosiluronico los
productos de hidrolisis 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 produccion de xilooligosacaridos de varias longitudes. Este

endo-mecanismo cs obstruido por la L-arabinoturanosa y el acido 4-O-metilglucuronico dando
como resultado la formacion de una mezcla de los oligosacaridos de arabinosa-xilosa
(GlcA-Xyln).

De acuerdo a algunos reportes, parece ser que la accion de las xilanasa es diferente entre
si, dando un grado diferente de hidrolisis para los xilanos-arabino-(4-O-metilglucurono) y por lo
tanto distintos productos de hidrolisis.

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 7. viride, C.paradoxa,d. niger y Bacillus sp han mostrado la capacidad de
degradar xilanos, Carboximetilcelulosa y celulosa.

Algunas endo-xilanasas homogencas 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- f3-xilanasa EC3.2.18, f3-
xilosidasa (EC3.2.1.37) y a-arabinosidasa (EC3.2.1.55), acetil xilanesterasa y a-glucuronidasa.
Segtn estudios realizados por Poutanen y Puls (36) y Viikari er 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 tamaiio de los poros medios (39). Asi como la organizacion molecular de los demas
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 degradacion de los xilanos requieren de la accion de diversas enzimas, sin
embargo el enzima clave es la endo-1,4- B-xilanasa (EC3.2.18) despolimerizadora .

2.8 USOS DE LAS XILANASAS:

Las xilanasas se utilizan en la industria de los alimentos y en la remocion de xilanos de {a
pulpa de madera y otras fibras vegetales, asi como en el proceso de blanqueo en el papel o bien
para mejorar las propiedades de la tibra.

Las xilanasas juegan un papel importante en la descomposicion de material vegetal
mediante microorganismos. Se pueden lograr mejoras en la bioconversion de biomasa en
combustible y quimicos si ¢l componente hemicelulosico de la biomasa, el cual incluye xilana, es
usado. Esta aplicacion, y la licuefaccion de frutas y vegetales, requiere de una actividad conjunta
de sistemas enzimaticos (xilanasas,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 elaboracion del
papel. De esta manera ¢l xilano de la puipa da como resuitado cfluentes que contienen
xilanos.(41)

Actualmente ha aunmentado la preocupacion por la contaminacion del ambiente con todo
tipo de residuos toxicos 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
quitnicas que aun cuando se recicle el dcido clorhidrico; las cloraminas como tales son liberadas al
medio. Si bien la toxicidad de las diversas cloraminas es baja; existen en la naturaleza
concentradores biologicos y una vez que ingresan a la cadena alimenticia tendran el efecto de
dafiar 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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fabricas de papel y han encontrado dafios en higado, rifion y gonadas, como ya se menciono
anteriormente .

Por ello se buscan métodos alternativos para el blanqueo del papel. Actualmente se estd
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 mas eficientes hasta ahora estudiadas ( Viikari et al, 1987, Kantelinen et al, 1988 ).

E! blanqueo es el proceso por el cual se elimina la lignina residual de la pulpa. Esta lignina
residual esta 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 (11) entrampando productos de degradacion 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 elaboracion del papel a partir de madera se requicre de la separacion de las
fibras de la madera y después su reconstruccion a una hoja. En la madera la lignina mantiene
unidas a las fibras; estas pueden ser separadas ya sea por degradacion y eliminacion de la lignina
(pulpeo quimico) o fisicamente rompiendo las fibras ( pulpeo mecdnico). Ambos métodos

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

fibras, reversion en el brillo y un requerimiento alto de energia es por esto que se estan buscando
nuevas alternativas. Debido a que la madera y otras materias primas utilizadas en el pulpeo del
papel son degradados de forma natural, se penso que las xilanasas podrian resultar utiles para el
proceso del pulpeo.

El pulpeo mecinico 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 asi su flexibilidad y fibrilacion de la
superficie de las fibras. Estos efectos aumentan la fuerza de union de las fibras.

Actualmente se han estudiado los efectos del tratamiento biologico a la pulpa mecanica en
bruto despudés del refinado priinario. Se han tratado las pulpas con diversos hongos ligninoliticos
como Trametes versicolor, P. chrysosporium y Pleurotus ostreatus. El tratamiento con
P.chrysosporium redujo la energia requerida para ¢l refinado secundario de la pulpa. Se han
comparado los resultados obtenidos al emplear los hongos lignino-degradantes antes y despuds
de la desfibracion. Los efectos del post-tratamiento en la fuerza y reaccion durante el refinado
fueron muy buenos, sin embargo, en todos los hongos estudiados en el pre-tratamiento resultaron
ser mas eficaces al aumentar la tuerza de la pulpa. No nada mas hubo una disminucion en la
energia requerida sino también una mejora en algunas de las caracteristicas  (libertad
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“freeness”,Largo de rompimiento “breaking lenght” e indice de explosion “burst index) del papel
obtenido , excepto en el brillo. Una de las caracteristicas que mds atencion ha atraido es que se
eliminan los desechos que son tan dificiles de tratar.(12)

La habilidad de los hongos madero-degradadores para hidrolizar 1a celulosa, hemicelulosa
y lignina sugiere que podrian 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 fungico para convertir los licores de desecho
del proceso de pulpeo al sulfito en biomasa rica en proteinas. Esta ha sido utilizada con éxito en
pollos.

‘También se ha desarrollado un proceso para convertir agua de desecho usada en la
elaboracion del tablero de fibra a un alimento para animales rico en proteina utilizando
Sporotrichum pulverulentum. E| desecho consiste en una mezcla de aziicares y oligosdcaridos
acidos de bajo peso molecular y particulas lignoceluldsicas suspendidas. El producto se usa para
rumiantes y ademas posee un alto valor nutricional para animales monogastricos. (45).

Debido a que la hemicelulosa es mas facilmente hidrolizada con acido y bajas temperaturas
el uso de las hemicelulosas para produccion de azicar ha causado un poco de entusiasmo. Desde
el punto de vista del proceso la hemicelulosa ¢s mas facil de hidrolizar que el almidon. En el caso
de la sacanficacion del grano la masa tiene que ser calentada hasta 120° C para poder tener todo
el almidon gelatinizado y luego hidrolizarlo con acido o con enzimas. En el caso de la
hemicelulosa una alta temperatura es indeseable en presencia de acido porque la xilosa y arabinosa
son degradadas y convertidas por el calor y el acido en furfural y materiales poliméricos inutiles.
Este furtural tiende a inhibir la fermentacion de levaduras, Por lo que se ha visto que trabajando a
bajas températuras y dcido diluido solubiliza una fraccidn significativa de celulosa sin la formacion
de furfural (46).

' Otro uso que se le esta dando a las xilanasas es en la elaboracion de pan. Segin Mutsaers
¢t al (48) uno de los constituyentes polisacaridos 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 elaboracion 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 hidrdlisis enzimatica parcial de estos arabinoxilanos con
xilanasas (producidas por A. miger ) 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 sc ha utilizado 1a xilosa producida a partir de hemicelulosa para la elaboracion de
etanol. Asi como otros aziicares de la hemicelulosa han sido utilizados en la fermentacion para
producir acetona y butanol por Clostridium, xilitol por Candida y 2,3-butanediol por Klebsiella
pneumoniae.(43)

2.9 Regulacion de la Sintesis de xilanasas

En su habitat natural, la célula se enfrenta a una diversidad de fuentes potenciales de
energia. La supervivencia de una especie en este ambiente competitivo ha resultado de capacidad
para adaptarse a su medio ambiente. Produciendo [a maquinaria enzimatica para la degradacion de
una amplia gama de compuestos organicos. Esta maquinaria estd 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 estdn presentes el sustrato
o bien sustratos andlogos, estos ultimos son aquellos que la enzima no puede atacar pero inducen
fa produccion enzimatica. Gracias a éste proceso de induccion, las enzimas son ripidamente
formadas cuando son necesarias. En la represion catabolica, la sintesis de enzimas es suspendida

cuando se ofrece al organismo energia catabolizable.El crecimiento ocurre con una fuente de -

energia y cuando esta se termina utiliza otra. La represion catabolica involucra al AMP ciclico que
estimula la sintesis de un gran nimero de enzimas y es necesario para la sintesis del RNA
mensajero. Este nucleotido se une al gene promotor por medio de una proteina especial llamada
proteina activadora de catbolitos (CAP) e incremente la afinidad de la RNA polimerasa por el
gene promotor aumentando la frecuencia de transcripeion (49 ).

E) adecuado aprovechamiento de la produccion de xilanasas requiere del conocimiento de
los mecanismos regulatorios que regulan la biosintesis de estas enzimas. Los estudios
concernientes a este tema han sido enfocados hacia la induccion ( Okeke &Paterson,
1992:McKenzie et al, 1987, Ishaque & Klupefel,1981; Pifiaga ct al, 1994); hacia el establecimiento
de estrategias para obtener sistemas xilanoliticos libres de celulasas ya que esta cualidad es
importante en la deslignificacion de la celulosa para la obtencion de la pulpa del papel (Biely et
al,1978;Clarke & Strating,1989), asi como la manipulacion de cepas a través de clonacion
(Kluepfel et al,1991; Khana & Gauri,1993;Brodel et al, 1990). ( 50)

Se ha visto que tanto las celulasas como las xilanasas son inducibles en las células
microbianas por fragmentos de los polisacaridos correspondientes, que se forman por la accién
de hidrolasas, producidas constitutivamente y que son secretadas al medio de crecimiento o bien

18

1
-



o oy

estan asociadas a las células acelerando la sintesis de las enzimas.

Otros factores que deben de ser considerados para los sistemas de regulacion de xilanasas
son los sistemas de transporte de la xilosa y sus oligosacaridos al interior de la célula asi como la
concentracion de los inductores metabolizables ya que a bajas concentraciones son efectivos pero
a concentraciones mas elevadas la induccion es menos pronunciada ya que se presenta la represion
catabdlica por lo productos de degradacion. Por ejemplo en Cryptococcus albidus (Biely et al.,
1980) a altas concentraciones la xilobiosa reprime la sintesis 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 hidrolisis enzimatica, Tales
compuestos se encuentran en la célula por un periodo indefinido y mientras que estén presentes
los nutrientes necesarios, la induccion de las enzimas puede continuar.( 50 )

2.10 Nuevas Posibilidades

Obviamente hay que realizar mucha mas investigacion en el area del pulpeo biologico, ésta
investigacion debe de enfocarse en tres areas:

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 incubacion largos, esto
podria no ser una buena opcion ya que en todos los procesos industriales, el tiempo es de
primordial importancia. Para ser usados en periodos de incubacion mas cortos asociados con
biopulpeo se requicre de cepas mas activas. También falta por probar la posibilidad de alterar las
caracteristicas bioquimicas y fisiologicas del hongo con ayuda de la ingenieria genética.

En el presente trabajo se esta 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 mas 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 mas sustratos. Las enzimas pueden ser estructurales, inducibles o inclusive
captadas de otros microorganismos por medio de plasmidos o hasta virus.

2) La segunda area es el encontrar condiciones de optimizacion para la accion del hongo .
3) La tercera es la de investigar el mecanismo del efecto fingico, ya que aiin no queda

claro porque causan una disminucion en la energia de refinado y un aumento de la union de las
fibras.
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Actualmente se estan empleando técnicas de microscopia electronica como método de
identificacion para microorganismos, ademds de que se han encontrado diferencias morfologicas
de acuerdo al sustrato en el que crecieron, En ésta tesis se trato de tipificar la cepa MGM-470 con
la ayuda de la microscopia electronica, aunque ésta no sea una prueba concluyente para identificar
microorganismos.

2.11 Microscopia Electronica

Existen basicamente dos tipos de microscopio electronico : microscopio electronico de
transmision (MET), y el microscopio electronico de bamrido (MEB), sus equivalentes en
microscopia optica son el microscopio de campo claro y el microscopio de diseccion
respectivamente. (51)

Formacion de la imagen en el microscopio electronico

Los microscopios electronicos de transmision y barrido tienen como fuente: comiin de
electrones lo que se denomina el cafion electronico. 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 interaccion con una

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

que contienen los atomos, y que atraen o rechazan a los elctrones segun su carga. Los campos
magneticos 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 formacion de la imagen del microscopio electronico de barrido, el haz de los electrones
es enviada sobre el objeto, ( la muestra), chocando contra la superficie de la misma, dando origen
a un complicado fenomeno de interaccion. Como resultado de esta interaccion, se emiten
diferentes tipos de radiaciones, entre ellos se encuentran los electrones secundarios que serdn
recogidos por medio de un detector el cual se encarga de transformarlos en sefiales eléctricas que,
a su vez seran presentadas en una pantalla de rayos catodicos, obteniendose una imagen con
profundidad de campo y una agradable perséctiva tridimensional. Para el microscopio electronico
de barrido ,la muestra puede ser gruesa, pero dado el mecanismo de formacion de imagenes por
electrones secundarios,es necesario que la muestra tenga una superficie electroconductora. Esto
se debe a que los electrones que caen sobre la muestra son mas que los electrones secundarios que
la muestra emite; esto a su vez crea un campo electrostatico en la muestra y una distorsion de la
imagen. La capa electroconductora mas frecuentemente usada es una [luvia 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-liiquido pase
sobre la muestra y por tension superficial colapse las estructuras mas finas.

NOTA:

Este proyecto forma parte de una linea de investigacion mas amplia sobre la regulacion y
secrecion de xilanasas producidas por cepas de Aspergillus en ambientes extremos. Este trabajo
fue tinanciado por la Direccion General de Asuntos del Personal Académico de la UNAM.
Proyecto; IN209194.



OBJETIVO:

" * Determinar Jas condiciones de produccion de xilanasas por una cepa de Aspergillus en
condiciones restrictivas .

* Determinar el efecto del pH , fuentes de carbono , nitrogeno y vitaminas sobre el crecimiento
y la produccion 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 llevd a cabo evaluando el
crecimiento de todas las cepas con las que se cuenta en el laboratorio en medio solido y liquido asi
como la produccion de actividad, seleccionandose aquella cepa capaz de producir la mayor
actividad especifica, es decir, la mayor actividad por unidad de biomasa obtenida, creciendo las
diferentes cepas a 45°C.

Una vez elegida la cepa se procedio a establecer las condiciones de produccion de las
xilanasas por la misma. Para lograr lo anterior se evaluo el efecto de diferentes componentes del
medio de cultivo asi como el pH de crecimiento y produccion. Los componentes evaluados fueron
xilanos y materiales que los contienen (olotehemicelulosa), algunos polisacaridos y azicares
solubles. También se evaluo el efecto de diferentes fuentes de nitrogeno y el efecto de diterentes
aminodcidos y vitaminas.

Por dltimo se considerd conveniente realizar una caracterizacion morfologica preliminar
de la ccpa utilizada en el presente trabajo.

A continuacion se describe detalladamente la metodologia utilizada para el desarrollo del
trabajo.

3.1 Seleccion

La seleccion se llevo a cabo en dos etapas, la primera de preseleccion y una segunda de
seleccion propiamente dicha. La preseleccion se realizo de la siguiente manera:

Microorganismos usados
Se usaron 48 cepas del cepario del laboratorio todas ellas del género Aspergillus . 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
produccion de xilanasas se utilizo 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 parametros de
seleccion:

a) Medicion del diametro de las colonias en cm.

b) Medicion de los diametros de los halos de hidrolisis: Con lugol se revelaban los halos
de hidralisis,se dejaba 30 min reposando con dicho colorante,luego se elimina con agua corriente.

c) Se determina la produccion especifica de la siguiente manera;
R= Diametro de halos/ Diametro de colonia.

La seleccion se llevo a cabo utilizando las cepas obtenidas en la fase de preseleccion éstas
fueron probadas en medio liquido a 45°C.

Microorganismos usados
Las cepas preseleccionadas fueron probadas en medio liquido con xilanos de abedul como
unica fuente de carbono. Las cepas fueron cultivadas a 37 y 45°C a 100 rpm por 72 hrs

Medio de cultive ( Medio Basal)

Medio liquido para el crecimiento y la produccion de xilanasas extracelulares durante la seleccion
de la cepa.

Extracto de levadura 0.3 %
Fosfato de potasio 0.2 %
Difosfato de potasio 0.2 %
Sulfatode amonio 04 %
Agua 200 ml
Y como fuente de carbono se le adiciono xilanos de abedul al 1%.

El pH se ajusto a 5.0 con NaOH y acido sulfiirico diluidos y se esterilizo a 121°C por 20
min.
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3.2 Produccion de xilanasas a 45°C
Condiciones para la produccion de enzimas

Fueron utilizados matraces Erlenmeyer de 500 ml con 200 mi del medio basal adicionado
de la fuente de carbono deseada a una concentracion de 1% ,excepto donde se especifique lo
contrario, inoculandose con el volumen calculado de esporas/ml, los matraces fueron incubados a
45°C y 100 rpm. Durante el transcurso de la fermentacion 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
midio el pH.

Preparacion del indculo

En condiciones estériles se sembro al microorganismo en placas contendiendo medio de
PDA (potato dextrose agar) y se incubo a 37 °C durante 72 hrs, Después de éste tiempo fueron
cosechadas las esporas con asa bacterologica y suspendidas en agua estérl, agitando
constantemente ya que las esporas son hidrofobas; antes de inocular los matraces se realizo un
conteo con microscopio, una vez obtenido la cantidad de esporas por ml se les pone a los
matraces la misma cantidad de inoculo calculado (0. 5 a | x 10 © esporas/ml).

Evaluacion del crecimiento y produccion de xilanasas con diferentes fuentes de carbono
y nitrogeno '

Una vez elegida la cepa se evalud el efecto de la fuente de carbono siendo las fuentes
evaluadas las siguientes:

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

Asi mismo se utilizaron azucares solubles como son: xilosa, L-arabinosa, D- galactosa, D-
manosa, glucosa y mezcla de ellos, comno es la mezcela de los cuatro tipos de xilanos con glucosa y
/o xilosa, para determinar asi la sensibilidad a la represion catabolica.

Por otro lado, se evaluo también el efecto de la concentracion de la fuente de carbono en un
intervalo de 0.5 al 3 % ( Solo en xilosa y xilanos de abedul, todas las demas se probaron al 1%).

Y las fuentes de nitrogeno evaluadas fueron las siguientes:

L.-asparagina, sulfato de amonio, casaminoicidos, aminoacidos, nitrito y nitrato de sodio .

Todas se calculd el contenido de nitrogeno presente en sulfato de amonio y con base en
esto se les puso la misma cantidad de nitrogeno.
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Determinacion de Crecimiento

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

1) Determinacion de peso seco
2) Determinacion de proteina con el método de Lowry

a) Determinacion de peso seco

" Se tomaron muestras de 10 m! correspondientes a distintos tiempos de fermentacion y se
filtraron a través de un sistema Millipore, con membranas de 5p de tamafio de poro. La biomasa
reternida y las membranas fueron puestas a secar en un homo a peso constante durante 48 hrs a
50 °C. Se determino la biomasa producida por diferencia de peso.

b ) Determinacion de proteina extracelular
La cantidad de proteina extracelular fue determinada por el método de Lowry (1951)
basado en la formacion de un complejo colorido entre la proteina y el cobre.

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

Se centrifuga una alicuota de 10 mi a 5000 rpm por 5 miny se le dan tres lavados con
agua destilada a las células, finaimente se resuspende en 1 ml de agua destilada y se determina la
proteina por el método de Lowry.

Meétodo Lowry:

Para la determinacion de proteina celular se coloca en tubos de ensayo 0.5 ml de células,
0.7 ml de agua destilada y 5 mi de reactivo D;compuesto por | parte de CuSOs al 1% en agua, |
parte de tartrato de sodio y potasio al 2% en agua y 50 ‘partes de Na2COs 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 leyd a una
longitud de onda de 590 nm ( Spectonic20) y se interpolo en una curva de albimina sérica bovina.

Determinacion de Actividades Enzimaticas

a) Determinacion de Actividad Xilanolitica
Como sustrato se utilizo una solucion de xilanos de abedul (birchwood,Sigma) al 1 % en
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buffer de citratos 0.15 M, pH 5. La determinacion de los grupos reductores se realizo por el
método de Miller (1959) del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

El sistema de reaccion estuvo compuesto por 0.5 ml de xilanos de abedul,0.4 de buffer de
citratos 0.15 M, pH 5. Se preincubo este sistema durante 30 min a 50°C. Se destuvo la reaccion
adicionando | ml de DNS, se calentd a ebullicion en bafio maria por 5 min y se agregaron 5 ml de
agua destilada. Se leyo en el espectrofotometro (Spectronic20) a una longitud de onda de 540 nm
y se expreso como reductores equivalentes de xilosa por mililitro de filtrado enzimatico
interpolando en una curva patron de dicho azicar.

Para cada una de las determinaciones se realizd un control inactivando a la enzima agregando
antes el DNS,

b) Determinacion de Actividad Celulolitica

Como sustrato se utilizo una solucion de Carboximetilcelulosa (CMC) al 1 % en buffer de
Citratos 0.15 M, pH 5.0. La determinacion de los grupos reductores se realizo por el método de
Miller (1959) del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

El sistema de reaccion estuvo compuesto por 0.5 ml de xilanos de abedul,0.4 ml de buffer
de citratos 0.15 M, pH 5.0 y 0.1 mi filtrado enzimatico libre de células. Se incubd 30 min a 50°C.
Se detuvo la reaccion adicionando 1 ml del reactivo de DNS, se calenté a ebullicion en bafio
maria y se agregaron 10 mi de agua destilada. Se leyo el espectrofotometro (Spectronic 20) a una
longitud de onda de 540 nm y se espreso como reductores equivalentes de xilosa por mililitro de
filtrado enzimatico interpolando en una curva patron de dicho aziicar.

Para cada una de las determinaciones se realizo un control inactivando a la enzimna -agregando
antes el DNS.,

Determinacion de grupos reductores

Se determino la concentracion de grupos reductores en los filtrados libres de células por el
método de DNS ( Miller, 1959). El sistema enzimatico estuvo compuesto de 0.1 ml de flitrado
libre de células, 0.9 mi de agua destilada y | ml del reactivo de DNS. Se hirvié 5.0 min en bafio
de agua. Se agregaron 10 m! de agua destilada y se leyo 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 asi como
combinadas sin extracto de levadura.

Evaluacion del efecto del pH

Para el pH s2 probo un rango de 3.0 a 10.0 con intervalos de 1.0 utilizando medio liquido
conteniendo xilanos de avena o de abedul como tnica fuente de carbono.

3.3 Determinacion de las caracteristicas Morfoldgicas de la cepa seleccionada

Morfologia de las colonias
Morfometria del hongo en diferentes condiciones de crecimiento.
Las muestras evaluadas fueron xilosa, xilanos de abedul y olote tanto en medio solido
como en medio liquido crecidos a 37 y 45°C.

Microscopia Electronica de barride
Para éste estudio se crecieron los hongos en medio basal liquido o solido 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 concentracion
creciente y se secaron a punto critico en una camara de bioxido 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 diametro de la colonia, diametro del halo de hidrolisis y R.Estas fueron crecidas en
medio que contenia xilanos de abedul como fuente de carbono. Las del grupo I fueron todas
aquellas cuyos diametros eran mayores de 2.9 cm, las de! grupo 11 cuyo diametro estaba entre 2.0
y2.9 cmy las del grupo III cuyo didmetro 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 'y el resto al grupo III. A continuacion sus diametros de
colonia y halo asi como el de R de estas cinco cepas ( Tabla 4.1.1).

TABLA 4.1.1
CEPA DIAMETRO DE DIAMETRO DE R
COLONIA HALO

60 1.55 3.35 2.185
290 1.6 3.68 2.27
370 0.1 1.0 10
470 0.95 1.3 1.3
480 0.8 1.9 3.16

Se procedio 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 determiné el crecimiento ( Fig 1 y la actividad de la enzima. (Fig 2)
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Fig 1 Comparacién del crecimiento de las cepas en matraces con xilanos de abedul al 1% a

37°C, agitacién 100 Strokes/min.
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Fig 2 Comparacién de Ia actividad xilanolitica de las cepas en matraces con xilanos

abedul al 1% a 37°C, agitacion 100 Strokes/min.

de

Con ambos valores se determiné la actividad especifica. Siendo la ecuacion para ella la

siguiente:
AE= Actividad/ Crecimiento

Los valores de actividad especifica son los siguientes:(Fig 3)
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401
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Fig. 3 Comparacion de la actividad especifica de las cepas en matraces con xilanos de
abedul al 1% a 37°C,agitacién 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 produccion xilanolitica y el crecimiento no estan relacionados.

Estas pruebas se realizaron también a 45°C (datos no mostrados) obteniendose los
mismos resultados; de aqui que se haya elegido dicha cepa para la produccion de xilanasas. En
virtud de que las xilanasas se utilizan a temperaturas relativamente elevadas se eligio utilizar 45°C
como temperatura de produccion. La cepa de Aspergillus ha probar es una cepa silvestre, se ha
visto que éste tipo de cepas tienden a adaptarse mas ficiimente a situaciones precarias, de aqui el
interés por utilizar una cepa de éste tipo.

Una vez elegida la cepa se inicio el largo proceso para encontrar las condiciones de
produccion de dicho sistema enzimatico,
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4.2 EFECTO DE pH

Para determinar el pH al que se produjera la mayor actividad se probo en un rango de pH
de 3 a 10 utilizando como fuente de carbono xilanos de abedul y de 4 a 7 utilizando como tuente

de carbono xilanos de avena.

TABLA 4.3.1
COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES XILANOLITICAS MAXIMAS EN
DIFERENTES pH UTILIZANDO XILANOS DE AVENA AL 1% COMO FUENTE DE

CARBONO
pH ACTIVIDAD U/mi  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) 4221 (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/ml). En el caso de pH 6 y 7 su actividad tué menor.
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Fig.4 Actividad Xilanolitica producida sobre xilanos de avena al 1 % a diferentes pH en

con agitacion 100 Strokes/min, pH 4,5,6 y 7 creciendo a una temperatura de 45°C,
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proteina/ml)
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3 I

Fig 8. Crecimiento sobre xilano de avena al 1% a diferentes pH a 45°C, 100 Strokes/min,

pH 5.0
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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 43.3 ‘

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD XILANOLITICA MAXIMA EN '
DIFERENTES pH UTILIZANDO XILANOS DE ABEDUL AL 1 % COMO
FUENTE DE CARBONO

pli ACTIVIDAD U/ml ACTIVIDAD ESPECIFICA
U/mg
3 0.399 (72 hrs) 0.805 (72 hrs) &
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 8/
9 0.00 0.00 &/
10 0.00 0.00 &/

a7 Las unidades de éstos son U/mg de proteina los demds son U/mg de peso seco.

Si observamos la tabla 4. 8 vemos que solo se obtuvo actividad xilanolitica en un rango de
pH de 3 a 6. Siendo el pH 5 que promueve la actividad mas elevada (27.25 U/ml), pero ésta
actividad no se encuentra tan alejada de la que presenta pH 4 (25.63 U/ml).

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

obtiene entre pH 4 y S 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 Aspergillus sydowii que la
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induccion de las xilanasas era dependiente del pH al que fuera crecido y que éste crecia en el
mismo rango de pH que la cepa Aspergillus MGM-470.

30+ Y r‘:—
-'S: 25'} i3
g’ 20 o4
5 15 s
10 s
.‘% 5. . K]
< 04 : , (s
48 hrs 72 hrs
Tiempo de Incubacién (hrs) W 10

Fig 6 Actividad Xilanolitica producida sobre xilanos de abedul al 1 % a diferentes pH con
agitacion 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 -

comparacion de la cepa productora.

o
n

Crecimiento (mg de
proteina /ml)
o
w

48 hrs 72 hrs
Tiempo (hrs)

Fig. 7 Crecimiento crecimiento de Aspergillus MGM-470 sobre xilanos de abedul al 1% a
diferentes pH a 45°C, 100 Strokes/min y pH 5.0,
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Peso seco (mg/ml)

48 hrs

Tiempo (hrs)
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Fig. 8 Crecimiento de Aspergillus MGM-470 sobre xilano de abedul al 1% en diferentes pH

245°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
44 1.

TABLA 4.4.1
MAXIMA ACTIVIDAD XILANOLITICA DE MGM-470 EN DIFERENTES FUENTES
DE CARBONO
Fuente de Carbono Actividad (U/ml) Actividad Especifica (U/m
Xilanos de avena 37.76 (72 hrs) 109.44 (72 hrs) &
Xilanos de abedul 27.15 (72 hrs) 5.29 (72 hrs)
Olote 9.22 (72 hrs) 8.66 (72 hrs) &
Hemicelulosa 6.08 (72 hrs) 5.70 (72 hrs) &
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)
Almidon 0.739 (72 hrs) 0.177 ( 72 hrs)
Arabinosa 0.00 0.00
Ramnosa 0.00 0.00

A/ Estan expresdasa en U/mg de proteina las demiis en U/mg de Peso Seco.

Existen numerosas evidencias de que la sintesis de enzimas xilanoliticas es regulada
mediante sistemas de induccion y represion en muchos microorganismos (Gomes et al ,58). La
prueba de un gran nimero de fuentes de carbono por su habilidad para inducir xilanasas en
diferentes microorganismos mostrd que los xilanos y compuestos relacionados a los productos de
hidrolisis inducen la sintesis de enzima, mientras que aziicares ficilmente metabolizables como la
glucosa reprimen la sintesis. En éste trabajo se probaron diversas fuentes de carbono dentro de los
cuales habia xilanos (avena y abedul), asi como otros azicares como la glucosa, ademas de
fuentes de celulosa. Por otro lado, se evaluaron combinacion de las fuentes de carbono, ast como
palisacaridos ( almidon, pectina) y acidos organicos ( acetato y citrato) ademas de polioles (
sorbitol y glicerol).
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@ X. avena

B X. abedul

A olote

& Hemicelulosa
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Actividad (U/ml)

48hrs ‘ 72 hrs
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[ cMc+XAb

Fig 9 Actividad xilanolitica extracelular sobre varios sustratos. La actividad estd expresada
como U/ml. Todas las fuentes de carbono estan al 1 % . Agitacion 100 Strokes/min,pH 5.0y
45°C,

Xilanos

La cepa de Aspergilius MGM-470 produce una buena actividad xilanolitica 37.76 U/m|
al ser empleado como fuente de carbono, ademds de un buen crecimiento 0427 mg /ml de
proteina Lo cual concuerda con los resultados obtenidos por algunos grupos de investigadores
como Aprasyukina ef al (56) quienes encontraron que al trabajar con enzimas producidas por
Aspergillus terreus 'y Aspergillus niger 1a mejor actividad enzimatica asi como el crecimiento
eran superiores sobre xilanos de avena.

También s¢ probaron xilanos de abedul encontrandose una actividad xilanolitica un poco
inferior en comparacion con la obtenida sobre xilanos de avena 27.15 U/ml, ademas su
crecimiento fué bueno 5.51 mg/ml. Otro grupo de investigadores que corroboran los resultados
obtenidos son Milagres ef al (21) quienes encontraron una actividad xilanolitica elevada al crecer
Penicillium janthinellum sobre xilanos ( no aclaran cual ¢s la fuente de xilanos empelada),
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Azicares 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 produccion de xilanasas y en otras como represor de dicha produccion. De
acuerdo a nuestros resultados el sistema xilanolitico producido por Aspergillus MGM-470 es
inducible , ya que se produce sobre xilanos y combinaciones de éstos en donde el producto final
de la hidrolisis es la xilosa. De acuerdo a nuestros resultados la mayor actividad xilanolitica se
obtuvo con una concentracion de xilosa del 0.5 y 1 % mientras que en 2 y 3 % hubo una pérdida
de la misma. El grupo de Gosh et al (19) encontraron que en A.sydowii se induce la produccion
de xilanasas con xilosa

TABLA 4.4.2
VARIACION DE CONCENTRACION DE XILOSA COMO INDUCTOR Y/O
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 0(48y 72 hrs) 0(48y 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 selecciono ésta concentracion como mas adecuada para la induccion de
enzimas.
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Actividad (U/mtl)

48 hrs 72 hrs
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Fig 10.-Actividad xilanolitica extracelular sobre xilosa en diferentes concentraciones
(0.5,1,2 y 3 %) a 45°C, 100 Strokes/min, pH 5.0.

También se probo la dextrosa en donde la actividad xilanolitica fue de cero lo cual nos
podria indicar que ésta reprime la produccion 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 fingicas eran repnmidas por
sustratos facilmente metabolizables como la glucosa. Esto podria 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 produccion 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 produccion de xilanasas no esta relacionada con el crecimiento del hongo y volvemos a
constatar que la presencia de la xilosa es indispensable para la induccion de las xilanasas.

Segun Haltrich er al (55) algunos compuestos que se encuentran en los xilanos como
sustituyentes de forma natural pueden tener un efecto inductor sobre la formacion de xilanasas,
La hemicelulosa consisten de D-xilosa, D-manosa, D-glucosa, D-galactosa, L-arabinosa, L-
ramnosa, acido 4-O-metil-D-glucuronico, cido D-glucuronico y acido D-galacturénico. Nuestros
resultados indican que Aspergillus MGM-470 no produce xilanasas en éstos azucares.

Polioles ( Sorbitol y Glicerol)
Si obervamos los resultados de la Tabla 4.4.2 vemos que la actividad xilanolitica
producida sobre dichos polioles fue pobre en comparacion con la de los xilanos. Esto podria
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deberse a una represion por parte de éstos. Hoq et af (62) encontraron que en T Januginosus el
glicerol reprimia la produccion de xilanasas. De acuerdo a nuestros resultados podria pensarse
que lo mismo ocurrio con Aspergillus MGM-470.

25+ B XAb+Xil
b B xAb+Dex
£ 20
'g B Sorbito!
5 g 81 Glicerol
8
..5 2 10f [ Acetato
:é @ citrato
:°
' {3 Pectina
0 .
48 hrs 72 hrs 0 Atmidén
Tiempo (hrs) (7] Arabinosa

Fig 11 Actividad xilanolitica extracelular sobre varios sustratos al 1% a 45 °C, 100
Strokes/min,pH 5.0.

Acidos Orginicos

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/mi
. Ademas 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 e af (61)
quienes dicen que los hongos termofilicos requieren de la suplementacion de un acido organico
para el crecimiento apropiado del hongo. Gupta et al (60) dicen que ésto es debido a su accion
amortiguadora, ya que los aniones del dcido orginico suministrado absorberan a los protones
excretados. Como ya se habia propuesto la produccion y el crecimiento apropiado del hongo son
pH dependientes ,por lo que podria pensarse que entonces el pH al cual amortiguan tanto el
acetato como el citrato no es el adecuado.

Polisacdridos

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 acido D-
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galacturonico y no xilosa. Sin embargo, su crecimiento no fué despreciable 1.71 mg/mi. Por lo
que una vez mas constatamos que no hay refacion entre el crecimiento y la produccion de
xilanasas.

Por otro lado, en almidon se obtuvo una actividad xilanolitica baja en comparacion con
los xilanos 1.538 U/mi, aunque si hubo crecimiento importante 4.12 mg/ml. Con respecto a la
actividad xilanolitica los resultados fueron previsibles ya que Haltrich er a/ (55) han encontrado
que el almidon reprime la produccion de xilanasas. Es probable que esto se deba a que al
hidrolizarse se obtienen unidades de glucosa la cual reprime la produccion de xilanasas. Sin
embargo, se puede observar que si hubo una pequefia actividad a diferencia de la dextrosa donde
ésta era cero. Este fenomeno podria explicarse a que el almidon también contiene maltosa y
maltotriosa ,Haltrich er al (55) encontraron que S. commune producia xilanasas al ser crecido
sobre maltosa, ésta actividad era baja en comparacion con otras fuentes de carbono.Podriamos
pensar que hubo presencia de maltosa que hizo que se produjera una pequeila cantidad de
xilanasas.

Combinaciones

Se evaluaron combinaciones de xilanos de abedul con otras fuentes de carbono donde el
producto final de la hidrolisis 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 podria esperar que se potenciaran y que hubiera
una mayor produccion, sin embargo, éste no fue el caso, sino que incluso hubo una disminucion,
19.02 U/ml. Podria haber ocurrido lo siguiente: Al haber una concentracion baja pero suficiente
de xilosa en el medio (0.5%), ¢l hongo comenzo la produccion de mas xilanasas para poder
degradar los xilanos de abedul. Al degradar este xilano podria haber ocurrido que la
concentracion de xilosa fuera elevada ocurriendo entonces una represion por producto final,
menguando asi la produccion de xilanasas.

Milagres er al (21) al combinar xilanos con xilosa obtenian que Ia produccion de xilanasas
también disminuia Probablemente la suma de la concentracion de xilosa se toma represora y por
eso se obtiene menor actividad.

Por otro lado, al combinar xilano de abedul con dextrosa se observd que la actividad fué
de cero a las 48 hrs (dato no mostrado), sin embargo a las 72 hrs se dispard dicha produccion
20.98 U/m! ésto puede deberse a la presencia de xilano de abedul. Como la dextrosa es mas
facilmente metabolizable ¢! microorganismo consumié primero dicho azicar reprimiendo asi la
produccion de xilanasa, pero al terminarse la dextrosa requirid la produccion de xilanasas para
poder utilizar los xilanos. Esto puede constatarse al observar el crecimiento que presenté el hongo
alas 72 hrs.

42

T



P e gt

Otras fuentes de carbono

Se probo olote de maiz en algunos de los trabajos consultados se empleaban otras partes
del maiz como fuente de carbono, pero en ninguno se probaba olote. El olote ¢s 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 esta el olote
9.22 U/mt y su crecimiento también fue importante 0.710 mg de proteina/ml.

También se probo la hemicelulosa , como se menciono en los antecedentes la hemicelulosa
esta compuesta en su mayoria por xilanos, pero también tiene sustituyentes como azicares
facilmente metabolizables. Estos aziicares pudieron haber menguado la produccion de xilanasas de
aqui que la actividad xilanolitica fué de 6.08 U/ml, sin embargo tuvo un buen crecimiento 1.066
mg de proteina / ml.

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

inductores de celulasas Rho et 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 concentracion de celulasas es baja en comparacion con algunas especies de
Trichoderma ( viride y reesei).

Posteriormente se probo su crecimiento sobre carboximetilcelulosa (CMC) y
combinaciones de ¢stas.

En el caso del CMC fa actividad celulolitica fué casi cero y la actividad xilanolitica fue
bastante baja 0.539 U/ml en comparacion los xilanos.

Al combinar el CMC con xilanos de abedul tampcco hubo una produccion celulolitica
importante 1.74 U/ml, ¢ste valor es despreciable. En cuanto a su actividad xilanolitica ésta fué
bastante interesante 28.350 U/n, 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)
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Fig. 12 Actividad celulolitica sobre algunos de los sustratos estudiades,todos al 1%,

agitados a 100 Strokes/min, pH 5.0y 45°C.
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Fig. 13 Crecimiento producido sobre diferentes fuentes de carbono, todas al 1% , a 45°C,

con agitacion 100 Strokes/min y pH 5.0.
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Fig. 14 Crecimiento sobre diferentes fuentes de carbono al 1% a 45°C, agitacion 100

Peso seco (mg/ml)
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Fig. 1§ 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 nitrogeno, variando Gnica y
exclusivamente ésta , ya que la fuente de carbono a utilizar en todas tue xilano de abedul al 1% y
conun pH de 5.0

TABLA 4.5.1
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD MAXIMA UTILIZANDO DIFERENTES
FUENTES DE NITROGENO
FUENTES ACTIVIDAD U/mi ACTIVIDAD ESPECIFICA
U/mg de Peso seco
Suifato 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)

Aminodcidos

Se probaron varios aminacidos por si solos (L-asparagina, Lisina, arginina ¢ Histidina) y
combinados ( casaminoécidos).

Si observamos la tabla 4.5.1 vemos que la actividad xilanolitica mas elevada fué producida
al emplear L-asparagina tanto al 0.2 como al 0.4 % 38.46 U/mly 27.7 U/ml respectivamente.
Segin Maheshwari ¢t al (57) esto se debe a que al emplear sales de amonio el pH del medio se
vuelve muy icido, pero que al emplear L-asparagina ésta tiende a amortiguar, manteniendo un pH
mas constante. Como ya se explico en pH la actividad xilanolitica es dependiente de éste ,
entonces si se mantiene en un pH entre 4 y5 1a produccion 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 aminoacidos
estan menguando dicha produccion. En un trabajo de Gosh ¢f al (19) se observan resultados
similares, dichos investigadores encontraron que algunos aminodcidos (Cisteina,Glicina y lisina)
poseian un efecto inhibitorio ya que probablemente modificaban la estructura de la proteina



(enzima) debido a la incorporacion de aminodcidos no proteicos , quedando parcialmente
inactiva.

Los tres aminoacidos poseen caracter bdsico, pero aparentemente no amortiguan el pH del
medio , sino que mas bien tendieron a aumentar el pHentre6y 7.

El crecimiento en L-asparagina también fué superior sobre los otros aminoicidos 6.0
mg/ml al 0.2 %y 5.4 mg/mi al 0.4 %,

{7 sulfato de amonio
BB L-Asparagina 0.2 %
B L-Asparagina 0.4%
3 Lisina

W Arginina

(7 Histidina

Actividad Xianoliica (Ulmi)

48 hrs 72 hirs . Nitrito de sodio

Tiempo de incubacion(hrs) B Nivrato de sodio

Fig. 16 Actividad xilanolitica extracelular producida sobre diferentes fuentes de nitrogeno
81 0.2 % excepto L-Asparagina que también se probo s 0.41 %,agitacion 100 strokes/min,
pH 5.0y 45°C. .

Sulfato de amonio

La actividad xilanolitica observada al emplear sulfato de amonio es 27 .15 U/ml 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 ¢l pH no
baja tanto como para afectar la produccion de manera importante, sin embargo la produccion es
mejor al amortiguar un poco el medio.El crecimiento observado es muy similar a aquel observado
sobre L-asparagina 5.30 mg/ml. Ademas de que se trata de una fuente facilmente 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 U/ml. En nitrito de sodio tampoco hubo crecimiento. Aparentemente fa diferencia de
utilizacion radica en el grado de oxidacion. El nitrato de sodio al ser oxidado produce nitrito de
sodio y oxigeno, mientras que el nitrito de sodio al ser oxidado da hidroxido de sodio y acido
nitroso, lo cual modifica el pH. Nuevamente se puede observar la importancia del pH en la
produccion de xilanasas.

B casaminoacidos
02%

M Casaminoacidos
04%

Actividad
Xilanolitica (U/ml

48hrs 72hrs
Tiempo (lrs)

Fig 17 Actividad xilanolitica producida sobre diferentes fuentes de nitrogeno al 0.2 y 0.4 %
a 45°C, agitacion 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 % 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)
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Celulasas Como se puede observar en {a tabla 4.5.2 la actividad celulolitica al ser crecido el
hongo con diferentes fuentes de nitrogeno es bajo al ser comparado con alguna cepa productora
. de celulasas, por lo que podria decirse que la produccion de celulasas por la cepa MGM-470 es

muy baja.
i. 2.5
S 2
i 1.5,
3
g 0.5 l
0 - -~
48 hrs 72 hrs
Tiempo de Incubacién
(hrs)

(2] sulfato de amonio
I L-Asparagina 0.2%
B L-Asparagina 0.4%
(3 Lisina

B Arginina

[ Histdina

B Nitrito de sodio

I Nitrato de sodio

Fig 18 Actividad celulolitica extracelular producida sobre diferentes fuentes de nitrégeno,

todas al 0,2%,excepto L-Asparagina que también se probé al 0.4 %, agitacion

strokes/min, pH 5.0 y 45°C,

_s, 25y .
w5 2
o -
2 W casaminoacidos
s = 9 02%
< 2

3 05 W casaminoacidos

S 04%

48 hrs T2hrs
Tiempo (hrs)

100

Fig 19 Actividad Celulolitica extracelular producida sobre diferentes fuentes de nitrégeno
2l10.2 y 0.4% a 45°C, agitacion 100 Strokes/min, pH 5.0,
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@ Ssuifato de amonio
B L-Asparagina 0.2%
B L-Asparagina 0.4%
@ Lisina

8 Arginina

@ Histidina

{1 Nitrito de sodio

Peso seco (mg/ml)

48 hrs 72 hrs

Tiempo (hrs) [7 Nitrato de sodio

Fig 20 Crecimiento con diferentes fuentes de nitrégeno al 0.2 % y al 0.4% (cuando asi se
especifique ) a 45°C, con agitacion a 100 Strokes/min y pH 5.0,

@ Casaminoacidos 0.2% :

B Casaminoacidos 0.4% '
{

Peso seco (mg/ml)

48 hrs 72hrs
Tiempo (hrs)

Fig 21 Crecimiento con diferentes fuentes de nitrogeno al 0,2 y 0.4 % a 45°C, agitacion 100
Strokes/min y pH 5.0.
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Vitaminas

En ésta parte se probo si la adicion de vitaminas al medio alteraba el crecimiento de

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

%, sulfato de amonio al 0.2% como fuente de nitrogeno y demas sales, todos a pH S.0. Se probo
Ia adicion y fa ausencia del extracto de levadura en el medio.

TABLA 4.6.1
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD XILANOLITICA MAXIMA CON VITAMINAS
CON Y SIN EXTRACTO DE LEVADURA

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

Control con Extracto 27.15(72 hrs) 5.29 (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)
XAD 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 ¢l control con extracto posee la actividad xilanolitica mas elevada,
aun sobre aquella que solo posee biotina y tiamina. Podriamos pensar que ésto se deba a que no
solamente la biotina y Ia tiamina son las responsables del crecimiento del hongo sino que le hacen
falta también los demas componentes del extracto de levadura. El extracto de levadura tiene la
siguiente composicion (Manual Difco,1994).

Sulfato de amonio 35¢ Molibdato de sodio 200
L-Histidina 10 mg Sulfato de cinc 400 p
D,L- Metionina 20 mg Fosfato monobasico de K 1.0g
D,L-Triptofano 20 mg Sulfato de magnesio 05g
Biotina 2.0u Cloruro de sodio 0.1g
Pantotenato de Calcio 400u Cloruro de calcio 0lg
Acido Folico 2.0u Sulfato de manganeso 400
Inositol 2000u Yoduro de postasio 100
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Cloruro férrico 200 p Niacina 400 p
Acido p-aminobenzoico 200 p Sulfato de cobre 40.0 pt
Hidrocloruro de piridoxina 400 p
Riboflavina 200
Hidrocloruro de Tiamina 400 p
Acido Borico 500 1

Como se puede observar la composicion del extracto de levadura es bastante compleja,
segun los resultados obtenidos podriamos decir que a ia cepa MGM-470 require de no solo de
biotina y tiamina sino también de algunos otros componentes del extracto de levadura para
conseguir un desarrollo adecuado.

(_] Biotina con extracto
Il Biotina sin extracto

H Tiamina con
extracto

{Z] Tiamina sin extracto

Actividad xilanolitica (U/mi)

Ml Biotina+Tiamina s/
48 hrs 72 hrs extracto !

Tiempo de Incubacion { [71 XAb s/extracto
(hrs) i

Fig. 22 Actividad xilanolitica producida sobre xilanos de abedul al 1% con vitaminas:
hiotina y tiamina a 45°C,con agitacién 100 Strokes/min, y pH 5.0

Celulasas
Tampoco se obtuvo una actividad celulolitica importante.
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1 control

B Biotina con Extracto
M Biotina sin extracto
R Tiamina con Extracto
B Tiamina sin Extracto

Peso seco (mg/ml)

M Bictina+Tiamina sin
Extracto

Contral sin Extracto

48hrs  72hrs
Tiempo (hrs)

Fig 23 Crecimiento con vitaminas con o sin extracto de levadura al 0.3% a 45°C, con
agitacion 100 Strokes/min y pH 5.0.

4.5 Morfologia

La cepa MGM-470 es un Aspergillus de color blanco por lo que podria pertenecer a
algunos de los siguientes grupos:

1. Grupo A. candidus.-Cabezas (grandes) globosa o radiales; conidioforos con paredes suaves,

incoloras o amarillas cerca de fa vesicula (solamente); esclerotia ocasionalmente visible.
Grupo 4. niveus.-Cabezas blancas, hemiesféricas hasta columnares, conidiotoros con paredes
lisas, incoloras

t9

3. Grupo A. flavipes.- Cabezas inicialmente blancas, tendiendo a ser columnares; conidioforos
con paredes suaves, mostrando algan tono de amarillo; presencia de céiulas de Hulle torcidas

4. Grupo A janus ( fase blanca).-Cabezas blancas, sostenida de conididforos largos, con
paredes suaves, incoloros terminando en vesiculas con forma clava y sterigmata en dos series

5. Cepas de Aspergilli blancas posevendo las caracteristicas basicas de sus contrapartes
coloreadas también ocurren como mutaciones en A fumigatus, A. nuduluns, A. terreus y
grupo glaucus

6.Grupo 4. versicolor
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Caracteristicas

Grupo A. candidus

IR

Cabezas conidiales persistentemente blancas o convirtiendose a cremita con la edad,
tipicamente globosa, pero acercandose a columnares en cabezas pequeiias .

Conidioforos suaves, incoloros o ligeramente amarillos en areas terminales.

Sterigmata en dos series, en algunos casos las primarias son mas grandes aun dentro de la
misma cabeza.

Conidia globosa o subglobosa, suave.

Escleorotia presente en algunas cepas, obscuras acercandose a morado hasta negro cuando
maduras.

Grupo A. niveus
Sinonimo: A. eburneus

(3%

NS v s W

Cabezas columnar en colores canela, amarillo cliro , color came claro o blanco.
Conidioforos suaves, incoloros raramente exceden de 250 p en largo.

Vesiculas hemiestericas, con la mitad a 2/3 cubierta con fialides.

Fialides en dos series, generalmente apifiadas.

Conidia suave, globosa hasta ligeramente eliptica, pequefias.

Colonias constantemente blancas o ligeramente martii con la edad.

Presentes en el suelo y vegetacion en descomposicion. Crecen bien a 35a 37 °C.

Grupo A. janus

[

Posee dos tipos de cabeza;
Cabezas blancas grandes, sostenida por conidioforos largos terminando en vesiculas con
forma de clava.
Cabezas pequeilas, verdes sostenida por conidioforos coros con vesiculas tipicamente
ovaladas.

Las colonias varian de color y en texwra dependiendo del sustrato y la temperatura de

incubacion.

Cabezas conidiales de color blanco con textura suelta, consistiendo de cadenas de conidia

radiales y divergentes, comunmente de 150 a 200 p de didametro a veces mas grandes.
Conidioforos largos, delgados, generalmente con una longitud de 2 a 2.5 mm por 8 a 10 jt de
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didmetro, ocasionalmente son mas grandes, erectas y uniformes en didmetro, pero a veces son
marcadas por  numerosas e irregulares contracciones, paredes suaves, incoloros,
aproximadamente de 1 a 1.4 u de grosor.

Vesiculas con paredes delgadas, con forma de clava, generalmente de 45 a 60 ju por 152 18 i con
estructuras individuales mas grandes o més pequefias, superficie sueltamente cubjerta con
sterigmata.

Grupo A. flavipes

1. Conidioforos suaves , en un tono amarille, color confinado en la 0itima capa.

2. Cabezas en forma de bamil hasta columnar cuando estd bien desarrollada, blanca o un tono
vino a avellanoso.

Vesiculas- Subglobosas a elipticas

Conidia inclora, suave, pared delgada.

Células de Hiille generalmente presentes de forma helicoidal o torcida.

Presente en el suelo y en material en descomposicion. ‘

AL

Grupo A versicolor

1. Cabezas conidiales- Hemiestéricas hasta casi globosa, en diferentes tonos.

2. Conidioforos-Suaves, incoloros mas 0 menos sinuosos.

3. Vesiculas.- Globosa hasta ovalada o cliptica con fialides radiales sostenidas sobre la superficie

. Fialides.- Dos series.
5. Esporas.- Globosa o Subgiobosa, equinulada.
Células de Hiille presentes en algunas cepas de forma globosa.

A fin de determinar las caracteristicas morfolagicas de la cepa de Aspergillus MGM-470 se
cultivd tanto en medio liquido como en medio sdlido para poder determinar si es que existen
diferencias morfologicas 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 Liquido Cabeza conidial Hifas
i (Didmetro) u( Diimetro)
3rc
Xilano de abedul 14.28 5.00
Olote —— 1.90
Xilosa —— 1.58
458°C
Xilano de abedul 5.80 2.15
Olote — 1.14
Xilosa 2.40
Medio Sélido
3rC
PDA 36.10 —
Xilano de abedul 20.55-36.11 —
Olole 23.07 e
45°C
PDA 41.11 ———
Xilano de abedul 31.70-50.76 -
Olote 25,00 ————

Caracteristicas generales que presenta la cepa MGM-470:
Color de la cabeza:Blanca

Forma de 1a cabeza:Globosa

Fialides: En series dobles

Forma de la vesicula:Globosa

Conidioforos: Lisas y blancas.

Sin embargo, variaron las caracteristicas morfoloicas de acuerdo al sustrato en el que

fueron crecidas,
Medio Liquido Las cabezas son de forma irregular por lo que no puede decirse a que especie de
Aspergillus pertenece.

1.

12

Xilosa a 37°C- Cabezas irregulares,hifas blancas delgadas sin presencia de estructuras
globosas rugosas (limones).

Olote a 37°C- Cabezas imegulares, hifas blancas delgadas sin presencia de estructuras
globosas rugosas (limones),

Xilano de abedul a 37°C-Cabezas irregulares, hifas "vellosas" gruesas sin presencia de
estructuras globosas rugosas (limones).

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 sélido

1. PDA a 37°C- Cabezas globosas caracteristicas, no se tomaron las hifas,no se encontraron
estructuras globosas,
Xilano de abedul a 37°C- Cabezas globosas caracteristicas, no se tomaron hifas, no se

L8]

encontraron estructuras globosas,

3. Olote a 37°C- Cabezas globosas caracteristicas,hifas de tamaiio irregular, no se encontraron
estructuras globosas.

4. PDA a 45°C- Cabezas globosas caracteristicas ,blancas, no se tomaron hifas, no se
encontraron estructuras globosas.

5. Xilano de abedul a 45°C-Cabezas caracteristicas, blancas, no se tomaron hifas, no se
encontraron estructuras globosas.

6. Olote a 45°C-Cabezas plobosas caracteristicas, blancas, no se¢ tomaron hifas, no se
encontraron estructuras globosas.

De acuerdo a los resultados ,excepto el tamaiio de las conidias, la especie mas parecida es
Aspergillus janus del grupo versicolor, ya que una buena parte de las caracteristicas que éste
grupo posee fueron encontradas, excepto quiza en el tamaiio de la conidia. Thom y Raper (1945)
reportan un tamafio que oscila entre 150-2004. Las observadas no son tan grandes, sin embargo,
estos mismos investigadores dicen que éstas caracteristicas cambian de acuerdo con ¢l 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 microscopico sino que también deben de
realizarse otro tipo de prucbas para lograr s identificacion de forma certera.

Con respecto a las estructuras globosas encontradas en dos de los sustratos a 45°C Omar
¢t al (63) encantraron unas estructuras globosas que eran las responsables de la sintesis de acido
citrico en Aspergillus niger . Se podria pensar entonces que éstas estructuras globosas son las
responsables de fa produccion de productos, en éste caso el producto son fas xilanasas. Incluso

57

-ttt



LT

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 ademas buena produccion de xilanasas, sin embargo
durante la elaboracion del estudio fotografico, se observo que ¢stas estructuras eran demasiado
fragiles y que al ser sometidas al paso de electrones eran destruidas, ademas de que gencralmente
no se encontraban expuestas en el pellet. Pero dstos resultados encontrados tampoco son
concluyentes, ya que para poder aseverar que éstas estructuras son las responsables de la
secresion de xilanasas habria que realizar un estudio utilizando microscopia inmunoelectronica
empleando un anticuerpos para las xilanasas producidas por la cepa de Aspergillus MGM-470.
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Fig 4.7.1 Vista de cabeza conidial irregular de Aspergillus MGM-470. La barra corresponde a
10 p.B Vista de hifa gruesa de Aspergillus MGM-470 con adherencias en su superficie . La barra
corresponde a 10 p.C Vista panoramica de hifas cubiertas con hebras. La barra corresponde a 100
iAB y € Crecidas en medio liquido sobre xilano de abedul al 1% a 37°C, 100 Strokes/min, 72
lirs de incubacion y pH 5.0.D Vista de cabeza conidial sin conidias de Aspergitiny MGM-470
crecido en medio liquido sobre xilosa al 1% a 37°C, 100 Strokes/min, incubacion 72 hrsy pH 5.0.

La barra corresponde a 1004
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Fig 4.7.2 A Vista panoramica de hifas regulares con escazos ensanchamientos y cabezas
conidiales irregulares de Aspergillus MGM-470 crecido en medio liquido sobre xilosa al 1% a
37°C. 100 Strokes/min, incubacion 72 hrs y pH 5.0. La barra corresponde a [00p.B Vista de una
probable cabeza conidial irregular de Aspergillus MGM-470. La barra corresponde a 10p.C Vista
de hifas de Aspergillus MGM-470 penetrando un fragmento de olote. La barra corresponde 4 100
p.A 'y C fueron crecidos en medio liquido sobre olote @ 37°C, 100 Strokes/min, incubacion de 72
hrs y pH 5.0.D Vista de cabeza conidial irregular de Aspergillus MGM-470 crecida en medio
liquido sobre xilano de abedul a 45°C, 100 Strokes/min, incubacion 72 hrs y pH 5.0. La barra
corresponde a 10y,
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Fig 4.7.3 A Vista de estructura globosa de Aspergillus MGM-470 con gotitas retenidas en la
superticie que parecen indicar que no son solubles en el aleohol que se empled para deshidratar la
muestra.Crecida en medio liquido sobre xilano de abedul a 45°C, 100 Strokes/min, incubacion 72
hrs y pH 5.0. La barra corresponde a 10j1.B Vista de fragmento de olote con hifas de Aspergillus
MMG-470 crecido en medio liquido sobre olote a 45°C, 100 Strokes/min, incubacion 72 hrs y p
5.0. La barra corresponde a 100p. C Vista de estructura globosa de Aspergillus MGM-470 con
fibras sugestivas de «xilanas.Crecido en medio liquido sobre olote a 45°C, 100 Strokes'min,
incubacion 72 hrs y pH 5.0. La barra corresponde a 10 .1 Vista de hifas septadas de Aspergillus
MGM-470 crecido en medio liquido sobre xilosa a 45°C, 100 Strokes/min, incubacion 72 hrs y
pH 5.0. La barra corresponde a 104
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Fig 4.7.4. A Vista de cabeza conidial irregular de . Lspervilius MGM-470 cultivada en medio
liquido sobre xilosa a 45°C, 100 Strokes/min, incubacion 72 hrs y pH 5.0. La barra corresponde a
B Vista de cabezas conidiales de forma globosa caracteristica de Aspergillus MGM-470
crecido en medio solido sobre xilano de abedul a 37°C, 100 Strokes/min. incubacion 72 hrs y pH
5.0. La barra corresponde a 100u.C Vista de cabezas conidiales de tormu regular de Aspergillus
MGM-470 crecido en medio solido sobre silano de abedul a 45°C, 100 Strokes/min, incubacion
72 hrs y pH 5.0. La barra corresponde a 100pL.D Vista de cabeza conidial de Aspergilluy MGM-
470 crecido en medio solido sobre PDA a 45°C, 100 Strokes/min, incubacion 72 hrs y pH 5.0. La
barra corresponde a 10p.
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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.C Vista panoramica
de cabezas conidiales crecidas sobre un fragmento de olote.A,B y C fucron crecidos en medio
solido sobre olote a 45°C, 100 Strokes/min, incubacion 72 hrsy pH 5.0.
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5. CONCLUSIONES

- La cepa 470 fué la que mejor crecid y produjo mas xilanasas .
- El mejor pH esta enun rango entre pH 4 y 5.

- Los resultados muestran que las xilanasas extracelulares de Aspergilius MGM-470 son
inducidas por xilosa en concentracion de 0.5 y 1%, xilanos de abedul, olote, xilanos de avena
asi como combinaciones de estos y en menor grado por la hemicelulosa.

- 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.

- No se produjo actividad xilanolitica en: acetato,citrato, pectina, arabinosa y ramnosa, lo
que sugicre que las xilanasas extracelulares de Aspergitius MGM-470 no son constitutivas,

- El contenido de celulasas producidas por Aspergillus MGM-470 ¢s bajo incluso podria
considerarse como despreciable.

-Los resultados también muestran que el empleo de otras fuentes de nitrogeno favorccen la
sintesis  de xilanasas.La mejor resulto ser L-Asparagina al 0.2 %, seguida de Sulfato de
amonio y en menor grado: Lisina, Arginina, Higtidina y Casaminoacidos al 0.2 y 0.4 %,

-La biotina y la tiamina no son las responsables del crecimiento del hongo, aparentemente se
requiere de otros componentes del extracto de levadura,

- De acuerdo con lo observado en las fotografias del microscopio electronico la cepa
Aspergillus MGM-470 podria ser Aspergillus 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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