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Introduccién

|. INTRODUCCION

Tradicionalmente, el principal objetivo del cultivo masivo de la tierra, ha sido la produccién de mas y mejores
alimentos. Sin embargo, en estos dias no se pueden enfocar los esfuerzos solamente en la produccion de
alimentos, si no también en la utilizacién de los residuos generados después de su procesamiento, como
materia prima para la produccién de energia y produccién quimica (colorantes, 4cido organicos, enzimas,
saborizantes, etc) (Blandino et al, 2001).

En este contexto la industrializacion de frutas; constituidas por hidratos de carbono; que incluye almidones,
pectina, azdcares y otros polisacaridos; poca cantidad de proteinas y grasas, algunas vitaminas, minerales y
agua; generan desechos que bien pueden aprovecharse para la producciéon de productos de alto valor
agregado por via microbiana.

La utilizacién de frutas o sus residuos como material de inicio de una fermentacion, permite la produccién de
compuestos de interés para su uso posterior, a través de un proceso mas limpio y con menor agresividad para
el medio ambiente. Entre estos compuestos destacan las enzimas. .

Entre las enzimas de interés se encuentran las proteasas, lipasas, amilasas, asi como también las enzimas que
degradan polisacaridos de la pared celular de plantas como son: celulasas, pectinasas, xilanasas, entre otras.
Las polisacarasas pueden ser producidas por bacterias, levaduras, hongos, protozoarios, insectos, nematodos y
plantas (Parenicovd, 2000). Pero para propésitos industriales los hongos son preferidos porque en un 90% las
enzimas pueden ser excretadas al medio de cultivo. Especificamente, el genero Aspergillus, Rhizopus y
Trichoderma son las principales fuentes para la produccién de sistemas enzimaticos que degradan los
polisacaridos de la pared celular de plantas (Blandino et al, 2001).

El interés de las polisacarasas radica en la utilizacién de éstas en la industria de los alimentos para consumo
humano y animal; en bebidas permiten que aumenten los rendimientos, mejore la licuefaccion, clarificacion y
filtracion de jugos y vinos, maceracion y extraccion de tejidos de plantas (Parenicovd, 2000).

Se ha reportado que las sintesis de estas enzimas se ven fuertemente influenciadas por los componentes
presentes en el medio de cultivo, particularmente la fuente de carbono. Otro factor importante para la sintesis
de estas enzimas es la presencia de inductores en el medio de cultivo (Blandino et al, 2001).

El presente estudio tendra como propdsito evaluar la semilla y bagazo de tamarindo como fuente de carbono

para el crecimiento de cinco cepas tropicales autéctonas de Aspergillus y determinar la capacidad



de cada cepa para producir enzimas que degraden los polisacéridos presentes (pectina, celulosa, xiloglucano,
ramnogalacturonano, xilano, etc.).

||, ANTECEDENTES

11.1.Residuos de Frutas y Verduras

Grandes cantidades de desperdicios liquidos y sélidos son producidos anualmente en el procesamiento de
muchas y diferentes tipos de frutas y verduras. Mds de 80 billones de galones de agua de desperdicio y 9
millones de toneladas de residuos sélidos se generan anualmente por la industria de frutas y verduras
procesados solamente en los Estados Unidos. Aproximadamente el 79% de los residuos sélidos de frutas y
verduras es usado como alimentos para ganado y el 21% es tratado como residuo en este pais. Aunque no en
todos los paises se hace uso de los residuos generados por el procesamiento de frutas y verduras.

Dentro del procesamiento de los residuos de las frutas y verduras los principales puntos que contribuyen al
agua y sélidos de desecho son: lavar, pelar, cortar, rebanar, generacién de pulpa, prensado, cocinar, enlatado y
limpieza de la planta (Chambers, 2000).

Para reducirse la carga de la contaminacién del procesamiento de frutas y verduras, se puede empezar desde la
planta, a través del desar-ollo y mejora de los métodos de procesamiento a través del tratamiento y re-uso en
la planta; o bien se les puede dar uso a los desechos (Chambers, 2000).

La mayoria de los residuos de frutas y verduras son ricos en materia orgdnica biodegradable y la eliminacién de
estos materiales pueden causar problemas de contaminacién ambiental. Afortunadamente existen alternativas

de uso para este tipo de materiales. Por ejemplo:

a) Alimento para ganado. La mayoria de los residuos sélidos generados del procesamiento de frutas y
verduras se usan para alimento para ganado. Pueden ser consumidos frescos, como forraje o como
solido seco.

b) Ingredientes alimenticios naturales. A partir de los residuos de frutas y verduras se pueden aislar
compuestos como: pectina, celulosa, xilano, xiloglucano, galactomananos, etc.

¢) Biocombustible. Se puede generar a partir de los residuos por via fermentacién microbiana

biocombustibles como son: metano, etanol, etc,

(18]
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d) Enzimas. Las enzimas de importancia comercial pueden ser extraidas directamente de los residuos de
frutas y verduras, o bien pueden ser utilizados como fuente de carbono para la produccién de enzimas
via fermentacién microbiana (Chambers, 2000).
El tratamiento de los residuos por via microbiana se basa en la biodegradacidn de las sustancias organicas
presentes en estos y trae consigo varias ventajas como son: 1) disminucién en el volumen de residuos
organicos, 2) el peligro biolégico ambiental es controlado y puede ser compatible con otros sistemas (ILyin et
al, 2004).
El tamarindo es una de la frutas que se utiliza para el procesamiento de diversos productos y genera como
residuos: fibras, semillas de tamarindo, la membrana que cubre las semillas, cascaras y pulpa. Los cuales bien
pueden ser utilizados para su uso en produccién de enzimas por via microbiana gracias a su composicion rica

en carbohidratos, proteinas y lipidos.

1. 2. Tamarindo

El Tamarindo (Tamarindus indica L.) pertenece a la familia de las leguminosas. Es probablemente nativa del Este
de Africa y fue introducida en la India, donde fue rdpidamente adoptado y cultivado. Crece abundantemente
en los campos secos en el sur y centro de la India y también en los paises del sureste de Asia. En México existen
cerca de 4,400 hectareas de tamarindo, la mayoria se encuentran en los estados de Chiapas, Colima, Guerrero,
Jalisco, Oaxaca y Veracruz (Morton, 1987; Salunkhe and Kadam, 1995).

I1. 2.1 Descripcién

Los frutos son irregularmente curveados y
abultados (Fig. 11.1), crecen en gran abundancia en
las ramas y tienen un largo entre 5 -17.8 cm y un
didmetro de 2 — 3.2 cm. Las vainas maduras son de
color café-canela o café grisaceo externamente y la
pulpa es 4cida y color café o café-rojizo. Los frutos
pueden contener de 1-12 semillas, las cuales son
duras, café-brillantes, algo cuadradas en la forma,

Fig.IL1. Tamarin&o. vainas, sémii!as, plpa. ]'ugn) (Gunasena, 2004)
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con didmetro de 1.1~ 1.25 cm y cada una esta rodeada de una membrana (Morton, 1987).

II. 2.2 Cosecha
Un drbol maduro (las semillas comienzan a producirse del 4° al 5° afio seguin sean las condiciones climaticas y
de suelo) puede producir anualmente entre 150-225 Kg. de fruta (Morton, 1987).

1I. 2.3 Composicién
Las vainas de tamarindo contienen: entre 30-55% de pulpa, 11-30% de cdscara y fibra y entre 33-40% de

semillas. La composicién quimica de la fruta de tamarindo se muestra en la tabla I1.1.

1I. 2.3.1 Pulpa

La composicién de la fruta es variable y depende de la localidad. El tamarindo tiene un bajo contenido de
agua y un alto nivel de carbohidratos (60-72%) y minerales. El contenido de sélidos solubles varia de 54 -
69.9° Brix.

Tabla I1.1 Composicién Quimica de la fruta de

tamarindo
Componente Cantidad (por 100g)
Agua 17.8-35.89
Proteina 2-3g
Grasa 069
Carbohidratos 41.1-614g
Fibra 29g
Cenizas 26-39¢g
Calcio 34 -94mg
Fosforo 34-78mg
Hierro 0.2-0.9mg
Tiamina 0.33mg
Riboflavina 0.1mg
Niacina 109
Vitamina C 44mg

(Coronel, 1991; Feungchan et al, 1996)
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La pulpa contiene aceite, que es liquido a temperatura ambiente, La principal caracteristica del tamarindo es

su acidez y esto es debido principalmente a su contenido de acido tartarico que varia de 12.2 - 23.8 %, lo que

es 12.2 - 23.8 %, lo que es poco comtin en otras plantas. En general, la pulpa de tamarindo seca contiene 8 -

18% de &cido tartdrico (como bitartrato de potasio) y 25 - 45% de azlicares reductores de los cuales 70% es

glucosa y 30% fructosa (Gunasena, 2004).

11.2.3.2 Semilla

La semilla comprende la cubierta o testa (20~ 30%) y la semilla 0 endospermo (70 — 75%). La semilla

completa es rica en proteina (13 — 20%), y la cubierta de la semilla es rica en fibra (20%) y en taninos (20%)

(Tabla 11.2). El 20% de los azicares solubles son pentosas; principalmente manosa (17-35%) y glucosa
(11.80%) (Gunasena, 2004).

Tabla II.2. Composicién de la semilla de tamarindo, endospermo y testa (%)

Componente La semilla entera Endospermo de la semilla Testa
Humedad 9.4-11.3 11.4-22.7 11.0
Protefna 13.3-26.9 15.0-20.9
Grasa/ aceite 45-16.2 3.9-16.2
Fibra cruda 74-88 2.5-8.2 216
Carbohidratos 50-57 65.1-72.2
Cenizas totales 1.6-4.2 24-42 74
Azlicares reductores 74

(Anon, 1976; Morad et al, 1978; Ishola et al, 1990; Bhattacharyya et al, 1994)

1I. 2.4 Usos alimenticios

El tamarindo es una fruta versétil que puede ser usada para muchos propésitos. Su peculiar sabor dulce/dcido

de la pulpa es popular para cocinar y dar sabor.

1I.2.4.1 Pulpa

El valor de la fruta y pulpa de tamarindo radica en su uso en una gran variedad de propdsitos tanto

domésticos como industriales. Cominmente la fruta es removida de la vaina y es usada para preparar jugo,

wn



mermeladas, jarabes, dulces y salmueras. También es usada como ingrediente favorito en preparaciones
culinarias como: curries, salsa, chutney (salsa tipo aderezo), helado y para sazonar arroz cocido, carne,
pescado y salsas para el pato.

Enla India, el jugo es usado para preservar el pescado cuando se mezcla con acido acético, permitiendo que la
vida de anaquel alcance los 6 meses. En varios paises a través del mundo se utiliza la pulpa de tamarindo para
preparar una bebida refrescante. La mayoria de los paises que manufacturan bebidas comercialmente, a
veces usan el jugo de tamarindo para fermentarlo y producir una bebida alcohélica como es el vino.
Industrialmente se manufacturan diversos productos como: jugo de tamarindo concentrado, pulpa de

tamarindo en polvo, acido tartdrico, tartratos y alcohol (Gunasena, 2004).

1. 2.4.2 Semilla

Las semillas de tamarindo son un subproducto de la utilizacion comercial de la fruta, sin embargo esta tiene
varios usos. En el pasado, la semilla era desperdiciada. En 1942, dos cientificos hindtes Ghose, T.P y Krishna,
S., anunciaron que la semilla decorticada contenia una sustancia que formaba geles (46 —48%). Lo llamaron
jellosa o poliosa. La sustancia gelifica con concentrados de azticar sin adicién de acido e incluso agua y leche
(Savur,1948). Es recomendado como estabilizador de helado, mayonesa, queso y como ingrediente en un
gran namero de productos farmacéuticos (Morton, 1987). En la actualidad, se conoce cual es el carbohidrato
presente en la semilla de tamarindo y se trata del xiloglucano, este polisacarido ahora es conocido
comercialmente como goma de semilla (Fry, 1989).

Las semillas también pueden ser ingeridas después de la remocion de la testa ya sea tostdndolas o
cociéndolas, también son utilizadas en forma de harina como adulterante de café y ocasionalmente para
hacer pan (Purseglove, 1987). La proteina de la semilla de tamarindo muestra un alto nivel de digestibilidad in
vitro y es rica en algunos amino cidos esenciales, por lo que puede ser un buen suplemento de cereales y
legumbres. Por lo tanto la semilla podria ser usada como una fuente barata de proteina para aminorar la
malnutricién de proteina, la cual es muy comun en paises poco desarrollados (Sidduraju et al, 1995).

También son usadas como alimento para ganando. Sin embargo es dificil de degradar principalmente por la
testa, por lo que es necesario removerla. Aunque para los pollos no es recomendable, porque no logran
asimilar este alimento por la presencia del xiloglucano en la semilla; pero para los puercos si se recomienda.
Industrialmente la semilla se usa para manufacturar el polvo de semilla de tamarindo (TKP) el cual mezclado

con agua que contiene acido bdrico y fenol sirve como adhesivo para papel. También de éste se hace la
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extraccion de xiloglucano; y se usa para la produccién microbiana de lipidos y como fuente de extraccién de

taninos (Gunasena, 2004).

Il. 3. Polisacéridos de la pared celular de plantas

La pared celular de las plantas esta compuesta predominantemente de polisacaridos, los cuales son los
componentes organicos mas abundantes encontrados en la naturaleza y por ende se encuentran en los
desechos generados en el procesamiento de frutas y verduras. Estos se dividen en 3 grupos principalmente:
celulosa, hemicelulosa y pectina (Fig. Il. 2).

La celulosa es el principal constituyente de la pared celular. Se trata de un polimero lineal de residuos de
glucosa, unidos por enlaces 3-1,4. Se presenta como estructuras ordenadas (fibras), cuya principal funcién es

asegurar la rigidez de la pared celular de plantas.

R 1 with
| Kyloghscan POA junchon | arabinogaiactan
LN side-chains
. celluloss
| 5 I micratibriles

Fig. Il.2. Estructura de |a pared celular de la mayoria de las plantas. Las microfibrillas de la celulosa estan intercaladas
con polimeros de xiloglucano envueltos en una matriz de polisacdridos pecticos, dcido poligalacturonico y
ramnogalacturonano (Parenicova, 2000)

La hemicelulosa es el polisacérido mas heterogéneo y es la sequnda estructura mas abundante en la pared
celular y se encuentra almacenado en las semillas (Bastwade, 1992). Su composicién quimica consta de

pentosas (arabinosa y xilosa), hexosas (glucosa, manosa, y galactosa), cidos urdnicos (galacturdnico y



Antecedentes

glucorénico) y algunos desoxiaziicares (Hernandez, 1995). El principal polimero de hemicelulosa en cereales
es el xilano; heteropolisacarido constituido por unidades de D-xilosa, unidas por enlaces B-1,4, que puede
estar sustituido por residuos de L-arabinosa, D-galactosa, acetilos, 4cido glucurénico, ferdlico y p-cumarilico.
El sequndo polimero mas importante encontrado en la hemicelulosa es el glucomanano, que consiste de
unidades de D-manosa y D-glucosa, unidas por enlaces -1,4 y sustituidas con residuos de D-galactosa (De
Vries, 1999). Otro componente hemicelulosico es el xiloglucano, constituido por unidades de D-glucosa
unidas por enlaces -1,4 y sustituidas por unidades de D-xilosa. Pueden estar unidos a la xilosa residuos de L-
arabinosa y D-galactosa y se han detectado algunos residuos de L-fucosa en la galactosa (De Vries and Visser,
2001).

Las sustancias pécticas forman otro grupo de heteropolisacaridos, constituidos por una cadena de residuos de
acido D-galacturénico, unidos por enlaces B-1,4 y residuos de ramnosa unidos por enlaces c-1,2 (De Vries,
1999).

I. 3.1 Celulosa.

1I.3.1.1 Esﬁ'uctura

La celulosa es un agregado de polimeros lineales de residuos D-glucopiranosil en forma de cadena, los cuales
estan unidos en una configuracién p-1,4 (Fig. 11.2). Esta configuracion resulta en una estructura lineal rigida
de celulosa. La abundancia de los grupos hidroxil permite que se formen puentes de hidrégeno tanto inter-
como intramoleculares lo que contribuye a la agregacion lineal y a la resistencia de este polisacarido. Asi
mismo contribuye en la insolubilidad de la celulosa con solventes comunes, particularmente agua. El grado
de polimerizacién (DP) de la celulosa varia segtin la fuente de extraccién, pero va desde 300 en el algodén
purificado hasta 6500 en el revestimiento de algoddn. Aun cuando la celulosa es un polimero muy ordenado,
existen zonas amorfas en las cuales los grupos hidroxilo reaccionan con mas facilidad que en las zonas
cristalinas (Coffey, 1995; De Vries and Visser, 2001).

II. 3.1.2 Aplicaciones
Actualmente la celulosa es la base de muchos productos de interés industrial (papel, fibras, aditivos,

aplicaciones energéticas, etc); asi como la materia prima para los derivados de esta. Los derivados celuldsicos
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constituyen uno de los grupos poliméricos mas utilizados en las industrias de cosmética, alimentacién,
farmacéutica y textil, asi como en las industrias de fabricacién de acetatos, pinturas, embalajes o ceras. Se
pueden encontrar en el mercado dentro de una gran variedad de productos con un amplio margen de
propiedades fisicoquimicas. Destacan entre otras, la utilizacién de estos como: 1) componente de pastillas
(aglomerantes, material de relleno, etc.); 2) reguladores de viscosidad en preparados semisélidos y en
férmulas en suspensién (cremas, geles, lociones, suspensiones, champus, acondicionadores de cabello,
productos alimenticios, pinturas, tintas, ceras y barros especiales, etc.); 3) agentes enmascaradores de sabores
y olores; 4) portadores para cosméticos y formulaciones topicas; 5) materia prima para la fabricacion de
plasticos, hilos o ropa (Barba, 2002).

Entre los éteres de celulosa el mds importante es la carboximetilcelulosa (CMC), es soluble en agua y su
produccién anual mundizl en el 2000 se calcula en 277,000 toneladas. Esta tiene usos en la industria de la
construccion, detergentes, industria papelera, agricultura, adhesivos, cosméticos, industria textil, industria
farmacéutica, alimentos, etc. (Barba, 2002).

Dentro del drea de los alimentos es utilizada como agente auxiliar en el batido de helados, cremas y natas,
como auxiliar para formar geles en gelatinas y pudines, como espesante en aderezos y rellenos, como agente
suspensor en jugos de frutas, como coloide protector en emulsiones y mayonesas, como agente protector
para cubrir la superficie de las frutas y estabilizador en productos listos para hornear. La CMC tiene la
propiedad de no causar sinéresis del agua a temperaturas de congelacién, por lo que se utiliza como
estabilizador en alimentos congelados (mezcla de carnes, pescado y vegetales). La CMC para evitar la
cristalizacion es utilizada en la fabricacién de helados y productos derivados del azticar como mieles. Debido
a que la CMC no es metabolizada por el cuerpo humano ha sido aprobada su utilizacién en alimentos bajos en
calorias (Barba, 2002).

II. 3.2 Xilano.

I1. 3.1.1 Estructura

El xilano es un heteropolimero que consiste principalmente de D-xilosa como unidad monomérica y trazas de
L-arabinosa y 4cido glucurénico. En plantas, el xilano se encuentra situado entre la lignina y por debajo de las
fibras de celulosa; y parece estar entrelazado y covalentemente unido a varios puntos con la lignina, mientras
produce una capa alrededor de la celulosa via puentes de hidrégeno. Al parecer con estas interacciones el
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xilano puede ser importante para mantener la integridad de la celulosa y ayuda a proteger las fibras en contra
de la degradacion de celulasas (Beg et al, 2001).

La estructura del xilano difiere fuertemente dependiendo del origen, pero siempre tiene una cadena principal
de residuos de D-xilosa unidos por enlace B-1,4. El xilano de cereales contiene grandes cantidades de L-
arabinosa y por lo tanto se refieren a este como arabinoxilano, mientras que el xilano de madera dura se le
refiere como glucuronoxilano debido a la gran cantidad de acido glucurdnico que esta unido a la cadena
principal (Fig. I1.3).

La arabinosa en el arabinoxilano esta conectada a la cadena del xilano via enlace @-1,2 0 ©-1,3 ya sea como
un solo residuo o en una cadena corta, con una incidencia de aproximadamente un 12% en los residuos de
xilosa. Estas cadenas laterales también pueden contener xilosa unida a la arabinosa por enlace -1,2 y
galactosa que también puede estar unida a la arabinosa pero por enlace -1,5 o por -1,4 a la xilosa. También
se han encontrado residuos arométicos (feruloil y p-coumaroil) unidos en el 0-5 de los residuos terminales de
arabinosa (De Vries, 1999).

- 1,4-D-xylopyranose linkage

H o H o
H H
OH ]J o OH @
H O H OH
—  g-1,2-4-0-methyl-D-
glucuronic acid linkage o
CpoxR a-1,3-L-arabino-
H 0 furanose linkage
H
OH §
CH,0
a-f-methyl-D-
glucuronic acid ring H R
Ac: Acetyl group - i
R--H: pcoumeric acid
R=0CH;;: ferrulic acid

Fig. I1.3. Una estructura hipotética del xilano de las plantas mostrando diferentes grupos sustituyentes con los sitios que
atacan las xilanasas microbianas, (Beg et al, 2001)
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En el glucuronoxilano el 4cido glucurénico y su 4-O-metil éter estan unidos al xilano por enlace 1,2 y se
presenta en la xilosa cada 10 residuos. Este tipo de xilanos estdn altamente acetilados y esta acetilacion es
mas frecuente en el C-3 que en el C-2. La presencia de estos grupos acetil son los responsables de la
solubilizacién parcial del xilano en H:0 y pueden ser removidos cuando el xilano esta expuesto a una
extraccion con alcali (Beg 2t al, 2001).

I1.3.2.2 Aplicaciones

Actualmente, los principales productos finales del xilano de importancia son el furfural y el xilitol. La
produccién del furfural es a partir de residuos de agricultura , mientras que el xilitol es obtenido a partir de
residuos de madera. Los productos de hidrdlisis del xilano (xilosa y oligosacéridos) tienen posibles
aplicaciones en la industria de alimentos como espesante o como sustituto bajo en calorias y como aditivos
anticongelantes en alimentos. En la industria farmacéutica el xilano es apropiado para usar como agente
directo para tabletas y en combinacién con otros componentes, puede ser usado en tabletas de liberacién
prolongada. Los productos de hidrélisis pueden ser a su vez ser convertidos en combustible liquido, solventes
y edulzantes artificiales de bajo contenido caldrico (Kulkarni et al, 1999).

1. 3.3 Xiloglucano.

II. 3.3.1 Estructura

El xiloglucano (XG) es el componente hemicelulosico mayoritario en dicotiledéneas y en monocotiledéneas
no-gramindceas de la pared celular de plantas y constituye entre 20-25% del peso seco de la pared con un
peso molecular de 115,000 a 2,500,000 Da. Esta presente uniformemente a través de el grosor de la pared
primaria y lamina media (Fry, 1989). La estructura quimica y la distribucién molecular de las cadenas de XG
varia entre los diferentes tejidos y especies de las plantas (Pauly et al, 1999). Pero su estructura general
consiste en una cadena principal quimicamente idéntica a la celulosa; una cadena polimérica de pB-1,4-
glucano. Se ha reportado que la longitud de las cadenas de XG de dicotiledéneas es de 0.15-1.5 um de largo,
cada residuo de glucosa contribuye 0.5 nm de largo (O"Nelly and Selvendran, 1983). Los residuos de glucosa
se encuentran parcialmente sustituidos (entre 60 a 75%) por residuos de c-D-xilopiranosa en el 0-6.

Alrededor del 30-50% de los residuos de xilosa estan B-D-galactosilados en el 0-2, aunque en algunas
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ocasiones estan sustituidos por residuos de L-arabinofuranosa por un enlace «-1,2 y esta a su vez puede estar
sustituida por un residuo de L-arabinosa por un enlace o-1,3 (Fry, 1989; York and Eberhard, 2004). La L-
arabinosa ocasionalmente también puede estar unida a la cadena principal de glucosa con el mismo tipo de
enlace que a la xilosa (De Vries and Visser, 2001). También se ha encontrado que en algunos residuos de
galactosa tienen unido por enlace o-1,2 una L-fucopiranosa o un residuo de galactosa. Asi mismo se ha
observado la presencia de grupos acetilo que pueden estar en galactosa ya sea uno o dos en posicion 6,3 0 4;
pero si el XG es extraido por dlcali no presentara ninguno (Fry, 1989; De Vries and Visser, 2001; York and
Eberhard, 2004).

G =-4)-B-D-Glcp-(1-

X = a-D-Xylp-(1-6)-p-D-Glc-(1-

L = B-D-Galp-(1-2)-c.-D-Xylp-(1-6)-B-D-Glc-(1-

S = a-L-Araf-(1-2)-a-D-Xylp-(1-6)-B-D-Glc-(1-

F = a-L-Fucp-(1-2)-p-D-Galp-(1-2)-c-D-Xylp-(1-6)-p-D-Glcp-(1-
T= a-L-Araf-(1-3)- a-L-Araf-(1-2)-c.-D-Xylp-(1-6)-B-D-Glc-(1-

J = a-L-Galp-(1-2)-B-D-Galp-(1-2)-a.-D-Xylp-(1-6)-B-D-Glc-(1-
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Fig. Il.4. Tipos de unidades de los oligosacaridos estructurales del Xiloglucano presentes en la pared celular de las plantas
(York and Eberhard,2004; Marry et al, 2003, Fry et al, 1993).



Se han identificado varias unidades estructurales del xiloglucano, por anlisis de oligosacéridos del XG que

son generados a través de la digestién del polimero con endoglucanasa. Las principales unidades son de dos
tipos: XXXG y XXGG (Fig. II.4). Para simplificar la manera de nombrar las cadenas laterales del XG se usa una
sola letra (Nomenclatura Fig. I1.4) (Fry et al, 1993; York and Eberhard, 2004):

El XG mas caracterizado es el de la semilla de tamarindo, el cual es conocido comercialmente como goma de
semilla (Grant and Edwards, 1995). Este xiloglucano presenta oligosacaridos de tipo XXXG, XLXG, XXLG y XLLG
(Marry et al, 2003; Sulova et al, 2001), se observa que el XG de la semilla de tamarindo no presenta residuos

de fucosa, mientras que el XG de residuos de manzana si los presenta (Vincken et al, 1997; Watt et al, 1999).

XG remanente at ! do con o . XG solubilizado por KOH sin o
entre las microfibrillas de celulosa »  con tratamiento de XEG previo

Fig. II.5. Modelo que muestra los tres dominios del XG de acuerdo a su extraccidn de la red de XG/celulosa
(Pauly et al, 1999)

El xiloglucano esté fuertemente asociado con la celulosa, de tal manera que forma puentes de hidrégeno con
las microfibrillas de celulosa, lo cual contribuye con la integridad estructural de la red de celulosa, (Coffey,
1995; Fry, 1989) y ademds hay una proporcién de XG que esta covalentemente unida a la pectina (Thompson
and Fry, 2000). Sin embargo, poco se sabe acerca de la organizacién macromolecular del XG en la pared
celular. En tallos de chicharo existen modelos que predicen la presencia de 3 dominios del XG en la pared
celular de plantas: (1) aproximadamente un 8% del peso seco de la pared celular consiste en XG que se
obtiene en forma soluble por tratamiento con xiloglucan-endoglucanasa (XEG), lo que propone que este
dominio forma entrecruzamientos entre las microfibrillas de la celulosa, (2) otro 10% de la pared celular

corresponde al XG que puede ser solubilizado por KOH concentrado una vez que se ha tratado inicialmente la
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pared celular con XEG; este segundo dominio se propone esta asociado no covalentemente a la superficie de
las microfibrillas de la celulosa, (3) y otro 3% corresponde al XG que se libera por tratamiento con celulasa del
material residual obtenido después de los tratamientos anteriores, se propone que este material de XG esta
atrapado con o entre las microfibrillas de celulosa y es el tercer dominio (Fig. I1.5) (Pauly M, et al., 1999).

Ademés de ayudar en la integridad de la pared celular, el XG también sirve como polisacaridos de reserva de
algunas semillas (Edwards et al, 1985). Las semillas de estas plantas tienen una pared celular gruesa
conteniendo una gran cantidad de XG, que normalmente en la pared celular de otras plantas esta en
modestas cantidades. Por ejemplo: Tropaeolum, tamarindo, Impatiens y Annona (todas dicotileddneas).

Después de la germinacion, el XG desaparece y la pared celular del cotiledén esta delgada (Fry, 1989).

II. 3.3.2 Aplicaciones

El polisacarido de la semilla de tamarindo tiene la habilidad de formar geles en presencia de azticar o alcohol.
En este contexto, tiene propiedades y caracteristicas similares a los de la pectina de frutas, por lo tanto puede
ser usado para hacer me meladas (se ha visto que el XG al 2% puede sustituir el 1% de pectina), jaleas y
conservas. Aunque a diferencia de la pectina, el XG también forma geles a pH neutro. Aparte de los productos
mencionados, también se ha usado en confiteria, aderezos salados, mayonesa y postres congelados como
helado (Marathe et al, 2002)

El XG se disuelve en agua produciendo una solucién altamente viscosa, pero la gelificacién no se lleva a cabo
a menos de que otra sustancia sea agregada; por ejemplo con la adicion de etanol se forman geles
termoreversible a bajas temperaturas. El XG degradado enzimdticamente forma geles cuando se ha removido
aproximadamente un 50% de los residuos de galactosa, usando B-galactosidasa (Reid et al, 1988), aunque
también se ha reportado que con aproximadamente 35% de residuos de galactosa removidos del XG de
tamarindo usando una P-galactosidasa fingica se encontraron dos puntos de transicién solucién-gel
termoreversibles, uno a temperatura alta y otro a baja (Shirakawa et al, 1998).

El XG también puede ser utilizado como agente espesante o modificador de textura y como fuente de
oligosacaridos biolégicamente activos (Watt, D.K,, et al., 1999).

Actualmente el tnico XG de semilla explotado comercialmente es obtenido de la semillas del arbol de
tamarindo, que puede ser extraido con soluciones concentradas de hidréxido de sodio o potasio; pero el bajo

contenido de celulosa permite que el XG presente en las semillas, sea facilmente extraido con agua (Watt et
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al, 1999). Es sabido que el polisacérido de la semilla de tamarindo tiene aplicaciones en el drea de los
alimentos, aunque en Europa y en Estados Unidos su uso no es muy comn, probablemente debido a el
incremento en la produccidn de las gomas de galactomananos. Sin embargo, en Japén si es usado en
productos alimenticios (Grant and Edwards, 1995).

EI XG de la semilla de tamarindo no ofrece mayores ventajas cuando se utiliza con otros polisacaridos que las
que ofrece la goma guar. Sin embargo el precio en el mercado de la harina de goma de semilla de tamarindo
es usualmente menor que la harina de la goma guar, indicando que un bioproceso para la degracién parcial

del polisacarido de tamarindo podria ser comercialmente viable (Grant and Edwards, 1995).

Il. 3.4 Pectina

1I.3.4.1 Estructura

La pectina es un heteropolisacérido que se encuentra en la lamina media y en la pared celular primaria de las
plantas superiores. La pectina funciona como pegamento que sostiene los otros polisacaridos de la pared
celular, como la celulosa, hemicelulosa (ejemplo: xiloglucano o arabinoxilano) y proteinas como la
glicoproteina rica en hidroxiprolina. La composicién depende no solo de la especie sino también en el tejido,
etapa de crecimiento, maduracién y las condiciones de crecimiento. Las pectinas son muy heterogéneas tanto
en la estructura quimica como en el peso molecular (Parenicova, 2000).

La pectina contiene dos diferentes regiones: la region lisa y la regién peluda. La regién lisa también llamada
homogalacturonano (HG), consiste en una cadena principal de residuos de 4cido D-galacturénico (GalA)
unidos por enlace «-1,4, los cuales pueden estar acetilados en el 0-2 o 0-3, o metilados en el 0-6.
Tipicamente las cadenas de HG estan formadas por 100 - 200 unidades de GalA y es la regién mas abundante
de la pectina. Una modificacién que se puede encontrar en este dominio es la substitucién en C-3 del GalA
con residuos de xilosa, produciendo xilogalacturonano (XGA). En la region peluda se han identificado dos
regiones: el ramnogalacturonano | (RG 1) y el ramnogalacturonano Il (RG Il). EI RG | esta formado por unidades
del disacarido (1 — 2)o-L-ramnosa-(1— 4)-acido a-D-galacturénico. Este disacarido estd unido con unidades
idénticas por enlaces a-1,4 formando cadenas de aproximadamente 100 unidades. En general, del 20 a 80%

de los residuos de ramnosa pueden estar unidos cadenas largas (entre 50 o mas residuos) de arabinano y
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galactano al O-4. Las cadenas de arabinano consisten en una cadena de residuos de L-arabinosa unidos por
enlace o-1,5, la cual a su vez puede estar sustituida por residuos de L-arabinosa unidos por enlace o-1,3 y
residuos feruloil unidos al 0-2 de la arabinosa. Las cadenas laterales de galactano contienen residuos de D-
galactosa unidos por enlace B-1,4, los cuales pueden estar sustituidos por residuos feruloil en el 0-6. EI RG Il
también es una regién ramificada, formada por residuos de GalA unidos en «-1,4, substituidos con cadenas
heteropoliméricas que contienen hasta 11 diferentes azicares incluyendo apiosa, 2-0-metil-xilosa, 2-O-metil-
fucosa, dcido acerinico y dcido 2-ceto-3-dosoxi-D-mano-octulosonico . Al parecer tanto el RG | y el RG Il estan
unidas al HG (Willats et al, 2001; De Vries and Visser, 2001).

II. 3.4.2 Aplicaciones

Actualmente, las principales fuentes comerciales para la extraccién de pectina son los residuos de manzana y
cascaras de citricos. Esta es extraida con agua acidificada caliente y seguida de un proceso quimico o
enzimatico (usando pectinasas). Las pectinas son usadas en muchas industrias por su habilidad de formar
geles. Sus aplicaciones van desde agente gelificante, espesante, modificador de textura, emulsificante,
estabilizador, azticar sustituto en alimentos de bajas-calorias y como componente en varias medicinas.

El grado de polimerizacion (DP) y el grado de metilesterificacion (DE) determina las condiciones de uso. EI DP
de la molécula de pectina varia de unos cuantos cientos a 1000 unidades de sacéridos, lo que corresponde a
una peso molecular de entre 50,000 a 150,000. De acuerdo al grado de metilesterificacidn de los residuos de
acido galacturénico, la pectina se clasifica de bajo (25-50%) y alto (50-80%) metoxilo. La pectina de bajo
metoxilo (LM) se obtiene a partir de la de alto metoxilo (HM), usualmente con un tratamiento en condiciones
ligeramente alcalinas o acidas. En el caso de que se use amonio, la pectina de bajo metoxilo puede contener
algunos grupos amida en el C-6 de las unidades de GalA. El grado de metilacién determina las propiedades
para formar geles de la pectina. La pectina de bajo metoxilo forma geles en presencia de Ca2+, en amplio
rango de pH (1.0-7.0 o més alto). La pectina de alto metoxilo requiere de la presencia de sacarosa a una
concentracién mayor a 55% en peso y un rango de pH estrecho (alrededor de 3.0), para la formacién de geles
(Parenicovd, 2000).

Aproximadamente 80% de la produccion de pectina de alto metoxilo en el mundo se utiliza para la
manufactura de mermeladas y jaleas. Otras aplicaciones son en bebidas concentradas de frutas y jugos de
fruta. La pectina de HM previene la formacién de grumos de caseina en lacteos acidificados. La pectina de LM
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en combinacién con carragenina se usa para hacer mermeladas bajos de azticar y preparaciones de fruta para
yogurt para los diabéticos (Parenicovd, 2000).

II. 4. Bio-degradacion de los polisacaridos de la pared celular de plantas

La degradacion de los polisacaridos de la pared celular de plantas es llevada a cabo por microorganismos, que
o bien se encuentran libres en la naturaleza o como parte del tracto intestinal de animales. Debido a la
heterogeneidad en la composicién y estructura de estos polimeros se requiere de una amplia variedad de
enzimas que trabajen sinergicamente. Estas enzimas han sido purificadas de varios microorganismos, pero

especialmente de especies de Aspergillus.

I. 4.1 Enzimas que degradan los polisacaridos de la pared celular de plantas.

Las enzimas son catalizadores bioldgicos, tienen velocidades de reaccion muy elevadas aunque depende de la
reaccion que se lleve a cabo, sus condiciones de reaccién mas suaves y su especificidad de reaccion es mayor
(Voet & Voet, 1990).

La produccién de enzimas por medio de fermentacién fue un negocio establecido antes de la biotecnologia
microbiana moderna. Sin embargo , la metodologia de DNA recombinante fue adecuada para mejorar la
tecnologia de producciér: de enzimas. La enzimas industriales han alcanzado un mercado de 1.6 billones de
délares anuales. Entre las enzimas importantes se encuentran: proteasas, lipasas, carbohidrasas, chimosina
recombinante para la manufactura de queso y lipasa recombinante para su uso en detergentes (Demain,
2000).

1. 4.1.1 Degradacién de la cadena principal de celulosa

Cuatro clases de enzimas estdn involucradas en la biodegradacion de la celulosa: Endoglucanasa (EC 3.2.1.4)
hidroliza la celulosa en glucoolisacéridos; Celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) libera celobiosa de la celulosa
cristalina; B-Glucosidasa (EC 3.2.1.21) degrada los oligosacaridos a glucosa y Exoglucanasas que genera

glucosa a partir de celulosa y glucooligosacaridos (De Vries and Visser, 2001).
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II. 4.1.2 Degradacién de la cadena principal de xilano
La degradacién de la cadena de xilano depende de dos clases de enzimas. Las endoxilanasas (EC 3.2.1.8) son
capaces de romper |a radena de xilano en pequefios oligosacdridos, los cuales después pueden ser
degradados a xilosa por las P—xilosidasas (EC 3.2.1.37). Estas dltimas son bastante especificas por
oligosacéridos de xilosa (con grado méximo de polimerizacion de 4) y su accién resulta en la produccién de
xilosa. Algunas de las endoxilanasas cortan aleatoreamente entre los residuos de xilosa no sustituidos,
mientras que la actividad de otras depende de los sustituyentes en los residuos de xilosa vecinos a los
residuos atacados. Otra distincién entre las endoxilanasas es que se dividen en dos grupos: aquellas que no
liberan L-arabinosa (la enzima no actida cuando tiene como sustituyente la L-arabinosa) y aquellas que si la
liberan (De Vries and Visser, 2001; Parenicova, L., 2000). Otra enzima que actta en el xilano es la acetil xilan

esterasa, libera los grupos acetilo que estén presentes en los residuos de xilosa (Beg et al, 2001).

1I. 4.1.3 Degradacién de la pectina
Las pectinasas muestran especificidad dependiendo del substrato, pero bdsicamente se clasifican en dos

grupos: el grupo del homogalacturonano y el grupo del ramnogalacturonano.

1) Enzimas que degradan el Homogalacturonano

En la parte del homogalacturonano de la pectina participan enzimas como: la pectin metil- y acetil- esterasa
(EC 3.1.1.11 y EC 3.1.1.6), endopoligalacturonasa (EC 3.2.1.15), exopoligalacturonasa (EC 3.2.1.67), pectato
liasa (EC 4.2.2.2), y pectin liasa (EC 4.2.2,10). La pectin liasa utiliza como substrato la pectina metilesterificada,
que genera el pectato (pectina de bajo metoxilo) que son substrato para las poligalacturonasas y la pectato
liasa (Parenicovd, 2000).

a) Poligalacturonasas

Se dividen en tres grupos. Endopoligalacturonasas que atacan enlaces glucosidicos a-1,4 al azar de la cadena
del polisacérido generando oligémeros de 4cido galacturénico; exopoligalacturonasa tipo |, hidroliza GalA del
extremo no reductor, exopoligalacturonasa tipo |l libera digalacturonato del extremo no reductor del dcido

poligalacturénico (Parenicova, 2000).
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b) Pectin y pectato liasas

Las liasas catalizan la eliminacién del enlace glucosidico o-1,4 entre los residuos del GalA en la pectina o
pectato para dar oligosacaridos insaturados entre el C-4 y C-5 del extremo no reductor del producto
(Parenicova, 2000).

) Pectin metil- y acetil- esterasas

La pectin metil esterasa remueve el grupo metoxilo del grupo carboxilo de las unidades de galacturonato de
la pectina y la acetil esterasa remueve los grupos acetilos del C-2 o C-3 en el galacturonato produciendo un
alcohol y un acetato respectivamente (Parenicova, 2000).

2) Enzimas degradadoras del Ramnogalacturonano |
En estas enzimas se encuentran la ramnogalacturonano hidrolasa, ramnogalacturonano liasa,
exogalacturonasas, ramnogalacturon ramnohidrolasa, ramnogalacturonano galactohidrolasa y o-

ramnosidasa (Parenicova, 2000).

1I. 4.1.4 Degradacién del xiloglucano

Para la completa degradacion de la molécula de xiloglucano tedricamente se requiere de la actividad
enzimatica de cuatro enzimas como minimo: la cadena principal del xiloglucano se hidroliza con
endoglucanasas (endo-(1-4)-B-D-glucanasa) para romper los enlaces internos de la cadena de glucano y una
f3-D-glucosidasa, para completar la hidrolisis de los pequerios fragmentos de oligoglucano. Mientras que para
las cadenas laterales se requiere de: una B-D-galactosidasa para remover los residuos terminales de D-
galactosa y una a-D-xilosidasa para remover los residuos terminales y no reductores de xilosa (Grant and
Edwards, 1995).

Adicionalmente se ha identificado una enzima que muestra una absoluta especificidad por el xiloglucano y se
nombré especifica a este sustrato; xiloglucan-endo-(1 —» 4)-B-D-glucanasa, se ha encontrado que la accién
primaria es la transglicosilacién, y deacuerdo a estudios de la secuencia de aminodcidos se encontré que no
existe ningtin parecido con las endo (1— 4)-B-D-glucanasas, por tanto el nombre més adecuado es el de
xiloglucan-endo-transglicosilasa. Esta enzima fue detectada en el cotiledén de Tropaelum por su gran

habilidad de catalizar una rapida disminucién en la viscosidad del xiloglucano de la semilla de tamarindo,
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debido a la endo-depolimerizacién de la molécula. Se sabe que también las endo (1 — 4)-B-D- glucanasas
(incorrectamente llamac'as celulasas) de origen fiingico, bacterial y de plantas, catalizan la endo-
depolimerizacién del xiloglucano. Las celulasas también reconocen y rompen los enlaces -1-4 de la cadena
de glucano, pero su accién en el XG se ve limitada por el alto grado de substitucién de la cadena de glucanos
(Grant and Edwards, 1995).

La o-xilosidasa no es una enzima general, desde que esta no cataliza la hidrélisis de sustratos como p-
nitrofenil-cc-D-xilosa. Esta es activa contra el disacérido isoprimeverosa (o-D-Xyl-(1-6)-D-Glc), el cual esta
presente en el XG (Grant and Edwards, 1995). Aunque se ha reportado que algunas enzimas de origen flngico
si son capaces de utilizar como sustrato el p-nitrofenil-c-D-xilosa (Yoshikawa et al, 1993, De Vries and Visser,
2001).

1. 4.1.5 Enzimas accesorias involucradas en la degradacién de los polisacdridos de la pared celular de plantas.
Las enzimas accesorias actdan en los sustituyentes o en las cadenas laterales de los polisacéridos de la pared
celular. Algunas de estas enzimas acttian en los enlaces entre el residuo de la cadena principal y el

sustituyente, mientras que otras enzimas rompen los enlaces internos o terminales de las cadenas laterales.

a) o-L-arabinofuranosidasas y arabinoxilan arabinofuranohidrolasas. Los residuos de arabinosa pueden ser
removidos por la a-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) y arabinoxilan arabinofuranohidrolasas y la

diferencia entre estas radica en la especificidad del sustrato.

b) Endo y exoarabinasas. Las endoarabinasas (EC 3.2.1.99) hidroliza los enlaces «-1,5 del arabinano, que
esta presente en las cadenas laterales de la pectina. Ademas algunas arabinofuranosidasas son capaces

de hidrolizar arabinano polimérico.
¢) a-y p-D-galactosidasas. Para remover los residuos de D-galactosa de los polisacaridos de la pared celular

de plantas requiere de la accion de o-galactosidasas (EC 3.2.1.22) y B-galactosidasas (EC 3.2.1.23). Las -

galactosidasas liberan los residuos de galactosa del galactano de las cadenas laterales de la pectina y del
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XG. Las o-galactosidasas estan involucradas en la degradacién de galacto(gluco)manano, removiendo la

galactosa de los residuos de manosa de la cadena principal.

d) a-glucuronidasas. Los residuos de dcido glucurénico y su 4-O-metil éter puede ser removido de la cadena

de xilano por a-glucuronidasas (EC 3.2.1.131). La enzima es solo activa principalmente en pequefos

xilooligomeros.

e) Feruloil y p-coumaroil esterasas. Liberan los grupos fenolicos presentes en la estructura del xilano (De
Vries and Visser, 2001; De Vries, 1999).

Para conseguir una degradacion eficiente de los polisacaridos presentes en la pared celular de las plantas
requiere de |a cooperacién o interacciones sinérgicas entre las enzimas responsables de los diferentes enlaces.

Il. 4.2. Aspergillus

Las especies de Aspergillus pertenecen a los primeros hongos que fueron cultivados en medios artificiales y
estudiados por sus propiedades bioquimicas (Harvey and McNeil, 1994). Ademas de ser los que se presentan
en mayor distribucién geugréfica, encontréndose desde 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 niimero de enzimas que pueden producir para degradarlas (Hernandez, 1995).

Varios de los productos producidos por algunas especies (ejemplo Aspergillus niger) de Aspergillus han
obtenido el grado GRAS (Generally Regarded As Safe), lo que permiten que sean usados en alimentos de
consumo humano y animal. Entre otras caracteristicas que han hecho que los arpergillos sean utilizados en
alimentos, son: sus buenas capacidades fermentativas y altos niveles de secrecién de proteina (pueden
excretar hasta un 90% de las enzimas al medio de cultivo (Blandino et al, 2001)). Particularmente el amplio
rango de enzimas producidas por Aspergillus para la degradacién de polisacéridos de la pared celular de
plantas (De Vries and Visser, 2001).
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Actualmente, Aspergillus es utilizado en diversos procesos industriales para la elaboracién de diversos
productos que abarcan desde acidos organicos, enzimas, antibidticos y alimentos fermentados de varias
clases (Hernandez, 1995).

Il. 4.2.1 Taxonomia y Morfologia

El género Aspergillus es un grupo de hongos filamentosos que tienen un gran nimero de especies. En 1926 la
primera dasificacién de estos hongos fue propuesta describiendo 11 grupos dentro del género (Thom and
Church, 1926). Una reexaminacion del género Aspergillus fue publicada por Thom y Raper (Thom and Raper,
1945), identificando 14 grupos distintos. Algunos de estos grupos son hongos patdégenos (ejemplo: A.
fumigatus, A. flavus y A. parasiticus), pero para fines de aplicacién industrial son més importantes los
miembros del grupo del aspergillo negro (A. niger y A. tubingensis). Adicionalmente de las técnicas
morfolégicas tradicionales, las nuevas técnicas moleculares y bioquimicas se han usado en la redasificacién
de este grupo de aspergillo. Estos analisis resultaron en la clara distincién de 8 grupos del aspergillo negro (A.
niger, A. turbingensis, A. foetidus, A. carbonicus, A. japonicus, A. aculeatus, A. Heteromorphus y A. ellipticus) (De
Vries and Visser, 2001)

Las especies de Aspergillus niger pertenecen a la division Eumycota, subdivisién Deuteromycotina (Hongo
imperfecto), que comprenden a los hongos cuya reproduccidn es solamente asexual por medio de conidias.
Dentro de Deuteromycotina, esta especie pertenece a la clase Hyphomycetos, la cual produce conidiéforos en
algunas partes del micelio (Parenicova, 2000).

A pesar de las técnicas nuevas tanto moleculares y bioquimicas, las estructuras morfolégicas siguen siendo
una importante caracteristica para la clasificacién de Aspergillus (Harvey and McNeil, 1994). Aspergillus se
caracteriza por una estructura morfoldgica tipica: un conidiéforo, que incluye un tallo y una cabeza conidial,
que surge de la especializacién de una estructura micelial llamada célula pie (Fig. I1.6). Los conidiéforos no son
septados, se ensanchan hacia la punta y terminan en una estructura globosa, de incolora a amarillenta
(vesiculas).

Las vesiculas tienen una superficie total de alrededor de 10 a 15 gm de largo. Las conidias son producidas

sucesivamente desde las puntas de las fialides, formando asi cadenas no ramificadas y cada cadena contiene
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mas de 100 conidias o esporas. Las conidias son mas o menos globosas y tienen 4-5 wm de didmetro pero

ocasionalmente son mas pequenas (Parenicova, 2000).

Fig. II.6. Morfologia de Aspergillus. a) cabeza conidial, b) conidia o espora, ¢} célula
pie, d) métula y fidlides (de izquierda a derecha) (Parenicova, 2000)

Il. 4.2.2 Fisiologia

Los miembros del género Aspergillus lo conforman una gran variedad de habitantes. Algunos de estos
saprofitos viven en tierra, otros en alimentos almacenados,y otros en vegetacién en descomposicién. Junto
con Penicillium, son los géneros dominantes en productos almacenados, siendo capaces de crecer en

situaciones de baja aw y altas temperaturas(Harvey and McNeil, 1994).

a) Disponibilidad del agua
Las especies de Aspergillus difieren entre si en sus requerimientos de aw y por lo tanto la presencia de algunas
especies en particular en alimentos es frecuentemente un buen indicador de condiciones de
almacenamiento.
La aw acuosa puede afectar en la germinacion de diferentes maneras:

1) Laminima ay para la germinacion

2) Eltiempo de la etapa de latencia (fase lag) antes de la germinacién

3) Lavelocidad del tibulo germinal
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La germinacién puede ocurrir a aw baja pero sin crecimiento del micelio. Con el descenso de aw, el tiempo de
etapa de latencia antes de la germinacidn se incrementa. Los tlibulos de germinacién se elongan
répidamente a una alta aw (Harvey and McNeil, 1994).

b) Temperatura

La mayoria de los hongos son meséfilos, siendo su rango de temperatura de 10 — 40 °C. El género Aspergillus
crece con facilidad a temperaturas entre 15 — 30 °C. Sin embargo, algunas especies crecen a temperaturas
fuera de este rango; por ejemplo A.niger puede crecer de 9 — 60 °Cy siendo su temperatura 6ptima de 17 - 42
°<C.

Por otro lado, las especies de Aspergillus pueden sobrevivir a 4 °C por lo que pueden ser conservados en
refrigeracion, con lo que respecta a temperaturas de congelamiento se ha reportado que Aspergillus es capaz
de sobrevivir a estrés causado por este fenémeno (Harvey and McNeil, 1994).

¢)pH

El nivel de pH es dificil de controlar, desde que el hongo crece por si mismo resulta en un cambio de pH por el
sustrato. Estos cambios pueden estar directamente afectados por lo procesos metabdlicos modificando los
limites de awa la cual la germinacién sucede.

A. niger puede crecer en un rango de pH de 1.5 - 9.8, A. candidus entre 2.1 — 7.7 a una aw de 1.0. Otros
estudios han mostrado que algunas especies de Aspergillus con una ay baja pueden crecer a pH de 7.0 mejor
que a pH 3.0y 5.0 (Harvey and McNeil, 1994).

1. 5. Aplicaciones Industriales de las enzimas

Gran parte de la biomasa utilizada en el procesamiento de diversas frutas y verduras se compone de la pared
celular de las plantas, y generalmente el primer paso en tales procesos incluye la degradacién (parcial) de
fracciones poliméricas. Por lo tanto es obvio que las enzimas capaces de degradar la pared celular de plantas
pueden ser aplicadas en muchos de estos procesos y proveer una buena alternativa para el procesamiento
quimico. Dentro de las enzimas previamente mencionadas las que tienen mas aplicaciones industriales son la

enzimas xilanoliticas y pectinoliticas.
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Il. 5.1 Aplicaciones de enzimas xilanoliticas.

Las enzimas xilanoliticas de microorganismos han atraido mucha atencién en las dltimas décadas,
particularmente por su gran potencial biotecnolégico en diversos procesos industriales como son: alimentos
de consumo humano y animal, pulpa y en la industria de papel. Las xilanasas han mostrado un inmenso
potencial para incrementar la produccién en varios productos tiles en el dmbito econémico (Beg et al,

2001). Entre las aplicaciones de estas se encuentran las siguientes:

1) Actualmente, la aplicacién de las xilanasas mds prometedora es el preblanqueado de pulpas de
madera. La aplicacion de enzimas mejora la fibrilacién de la pulpa y la retencién de agua, la
restauracion de enlaces y aumento de libertad en fibras recicladas y la extraccion selectiva del xilano
de pulpas disueltas. El uso de xilanasas permite que exista una reduccién del uso de quimicos téxicos
para el medio ambiente que estan hechos a base de cloro e hidrosulfito de sodio; ademas permite
una blancura més brillante en el papel.

Las enzimas principales que se requieren para la delignificacién de pulpa son: la endo-B-xilanasa,
mananasa, lipasa y at-galactosidasa; y es importante senalar que no se deben ocupar celulasas (Beg et
al, 2001; Kulkarni et al, 1999).

2) Laincorporacién de xilanasas en la dieta basada en centeno para pollos, resulta en la reduccién de la
viscosidad intestinal, lo que mejora tanto el peso ganado de los pollos y la eficiencia de conversion
del alimento. Esto puede ser extrapolado no solamente para pollos y no solamente centeno, sino para
cualquier material derivado de las plantas (Beg et al, 2001).

3) La eficiencia de xilanasas en el mejoramiento de la calidad del pan, se ha observado con incremento
del volumen del pan, mejora de la textura y la vida de anaquel, esto debido a que las xilanasas
ayudan a solubilizar la fraccién de arabinoxilano en la masa del pan y la redistribucién del contenido
de agua en el mismo. Esto se amplifica cuando la amilasa es usada en combinacién de las xilanasas
(Beg, et al, 2001; Kulkarni et al, 1999).

4) El xilano esta presente en grandes cantidades en desperdicios de industrias agricolas, de frutas y
verduras. Debido a esto, las xilanasas son usadas en las conversién de xilosa a partir del xilano
presente en las aguas de desperdicio. El desarrollo de la eficiencia de procesos de hidrdlisis
enzimética ofrece nuevos prospectos para el tratamiento de desperdicios hemicelulosicos (Beg et al,
2001).
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5)

6)

7)

8)

9)

Las xilanasas junto con celulosas y pectinasas se usan para la clarificacién de mosto y jugos, en la
licuefaccion de frutas y verduras, y en el pretratamiento de semillas de forraje para mejorar la
digestibilidad del alimentos de los rumiantes y facilitar la composta (Beg et al, 2001; Kulkarni et al,
1999).

Los alquil glicosidos son candidatos prometedores como nuevos surfactantes. Comercialmente se
producen de azlicares monomericos como D-glucosa y alcohol graso. Pero la glicosilacion directa
usando polisacdridos es mas viable para su produccién industrial, porque la hidrélisis del polisacarido
y pasos subsecuentes pueden ser omitidos. Por esto el uso de xilanasa en este proceso provee una
oportunidad (Beg et al, 2001).

La a-L-arabinosidasa y B-D-glucosidasa se han empleado en procesos de alimentos para aromatizar
mostos, vinos y jugo de frutas (Beg et al, 2001; Kulkarni et al, 1999).

La xilanasa en sinergismo con otras enzimas como: manasa, ligninasa, xilosidasa, glucanasa,
glucosidasa, etc. Pueden ser usadas para la generacién de combustibles biolégicos, como el etanol y
xilitol a partir de biomasa lignocelulosica. La produccién bioldgica de etanol como combustible
requiere de lignificacion de la lignocelulosa para liberar a la celulosa y hemicelulosa de la lignina,
seguido de la depolimerizacién de los polisacéridos para producir azicares libres y finalmente la
fermentacién de una mezcla de pentosas y hexosas para producir etanol (Beg et al, 2001).

Las xilanasas también se utilizan para facilitar la extraccion de sabores, pigmentos y aceites vegetales

(Kulkarni et al, 1999).

Il. 5.2 Aplicaciones de enzimas pectinoliticas

Las pectinasas son algunas de las primeras enzimas en ser usadas en casa. Su aplicacién comercial fue

observada en 1930 en la preparacién de vinos y jugos de fruta. Esta se clasifican en pectinasas acidas y

alcalinas que hace referencia a su pH 6ptimo.

Las pectinasas acidas se usan principalmente en la industria de jugos de fruta y en la elaboracién de vino.

Regularmente tiene origen flingico, especialmente de A. niger.

La extrusién mecdnica de las frutas ricas en pectina producen jugo de fruta con una alta viscosidad, en donde

quedan restos de pectina unidos a la pulpa en forma de masa gelatinosa. Por tanto es dificil extraer este jugo

por extrusién o usando otros métodos mecanicos. Con la adicion de pectinasas la viscosidad de las gotas de

jugo de fruta disminuye, la prensabilidad de la pulpa mejora, la estructura gelatinoza se desintegra y el jugo
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de fruta es facilmente obtenido y con alto rendimiento. Sin embargo el objetivo de adicionar enzimas

pectinoliticas puede diferir segun sea el tipo de jugo que se realiza.

a) Jugos brillantes y claros. En este caso las enzimas se adicionan para incrementar el rendimiento del jugo

cuando se prensa y se filtra; para remover la materia suspendida y producir jugos claros y brillantes.

b) Jugos turbios (con pulpa). Las enzimas pectinoliticas ayudan a estabilizar la pulpa en jugos de citricos,
purés y néctares. Como es el caso de jugo de naranja, limén, mango, durazno, guayaba, puré de papaya y
pifa (Kashyap et al, 2001).

Algunos ejemplos del uso de pectinasas en la produccién de diferentes jugos se citan a continuacién:

- Jugo de manzana. El uso de pectinasas permite la produccién de diversos tipos de productos,
ejemplo: turbios, jugos claros, concentrados claros, etc. También son dtiles para incrementan el
valor del material de desecho. En la practica, el tiempo total de la extraccién de jugos es menor
que en el proceso clasico. Las enzimas también ayudan en la produccién de sidra y en este
proceso las enzimas pectinoliticas ayudan a controlar y acelerar el mecanismo de formacién de
coagulo que es el que ayuda a eliminar el pectato, proteina y taninos del jugo.

- Jugo de pera. En el procesamiento de pera, las pectinasas como pectin liasa, poligalacturonasas,
pectin metil esterasa y arabinasas mejoran la extraccion del jugo. En el néctar mejoran la
estabilidad de este y permite que la concentracién del puré sea mas facil.

- Jugo y vino de uva. Incrementan la produccién de jugo en la extraccion y reducen la niebla en el
jugo y vino.

- Jugo de fresa, frambuesa y zarzamora. Permiten que la extraccion, filtracién y concentracion sea
mas facil (Kashyap et al, 2001).

Las pectinas alcalinas se usa principalmente en la eliminacidn de gomas de la fibra de siembras y en el

pretratamiento del agua de desperdicio de las industrias de jugos de fruta y en la extraccion de aceite de
semillas como: girasol, palma, oliva, etc., ayudando asi a incrementar el rendimiento (Kashyap et al, 2001).
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Il. 5.3 Aplicaciones de otras enzimas

Las xiloglucanasas al igual que las pectinasas ayudan en la licuefaccion del los jugos de fruta, permitiendo que
exista un rendimiento mayor y posibilitando la recuperacién de jugo sin una operacién energética de
prensado (Vicken et al, 1997). También estas enzimas encuentran aplicaciones para la formacién de
oligosacaridos de xiloglucano que pueden ser utilizados como sustitutos en alimentos de bajas calorias y
como aditivos anticongelantes en alimentos.

Las o-galactosidasas son usadas para mejorar la capacidad de gelificacion de los galactomananos, los cuales
tienen aplicacion en la industria de los alimentos, asi como en la industria de los cosméticos y farmacéuticos.
Adicionalmente estas reducen la concentracion de rafinosa y otros oligosacdridos en leche de soya y jarabe de
remolacha de azicar. De igual manera las B-galactosidasas son usadas para mejorar la capacidad de

formacién de geles del XG, el cual tiene aplicaciones en el drea de los alimentos (Grant and Edwards, 1995).
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OBJETIVOS

Objetivo General

o Producir enzimas extracelulares que degraden los polisacaridos presentes en semilla y bagazo de
tamarindo; a partir de cepas tropicales autdctonas de Aspergillus, para su eventual aplicacién en

alimentos y/o farmacia.
Obijetivos Especificos.
o |dentificar que enzimas producen las cinco cepas evaluadas, utilizando como fuente de carbono: la

semilla y bagazo; y tinicamente semilla de tamarindo

e Extraer, purificar parcialmente el xiloglucano de la semilla de tamarindo: asf como su utilizacion para
medicion de actividad.

e CElegir la(s) cepa(s) con mejores resultados en la produccién de enzimas, al igual que el sustrato que

favorezca dicha produccién.
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Il MATERIALY METODOS

lll. 1. Residuos de Tamarindo

Los residuos de tamarindo fueron obtenidos del procesamiento del mismo para la elaboracién de dulce de
tamarindo de la planta Deritrop S.A. de C.V. Los desechos comprendieron: semillas y bagazo (cascara, fibras
membrana que recubre la semilla y parte de la pulpa remanente); fueron recolectados en bolsas de plastico y
guardados a temperatura de congelacion (-20°C) hasta su uso. Los residuos se secaron en una estufa a una
temperatura de 50°C durznte 24 hrs. y una vez seco el producto se molid hasta la obtencién de un polvo. En el

caso de solamente el uso de semilla, ésta se separd antes del secado.

lll. 2. Microorganismo

Inicialmente se utilizaron 5 cepas (FP 60, FP 180, FP 440, FP 500, FP 520) tropicales autéctonas de Aspergillus
provenientes del cepario del Laboratorio de Fisidloga de Hongos Filamentosos (que fueron aislados de frutas
en estado de descomposicién) previamente seleccionadas en base a la capacidad de producir sistemas

enzimaticos de estudios anteriores.

I1l. 3. Seleccion
De las 5 cepas utilizadas se llevé a cabo una etapa de seleccion, con base en las capacidades para producir

enzimas xilanoliticas y pectinoliticas.

I1l. 4. Preparacién del inoculo.

En condiciones estériles los microorganismos fueron sembrados en placas de agar papa dextrosa (PDA 3.9% y
agar bacteriolégico 0.5%) e incubados a 37°C durante 72 h. Al término de este periodo de crecimiento y
esporulacién de cada cepa, se procedié a la cosecha de esporas. Las esporas se suspendieron en 10 mL de
solucién salina-tween y se contaron en una camara de Neubauer para determinar la concentracién de esporas.
El inoculo se ajusté a una concentracion final en el medio de cultivo de 106 esporas/mL y se guardé en

refrigeracion hasta su uso (el inoculo utilizado no excedié a més de dos semanas desde su preparacién).
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lll. 5. Medios de cultivo.

Diferentes medios de cultivo fueron preparados durante este estudio (Tabla lll. 1):

Tabla lll. 1. Diferentes composiciones del medio de cultivo liquido utilizados

Medio Basal Concentracion
Fuente de pH
Etapa de fuente de Forma de esterilizar
Sales Fuente de nitrégeno carbono 2 inicial ®
carbono
SB 35
Seleccién (NH4)2504 0.5% 3% Seco
S 5.0
Efecto de la (NH.)2504 0.5%
fuente de NaNOs 0.646% SB 3% 5.0 Seco
nitrégeno Extracto de levadura 1.081%
K2P04 0.2% Seco
Efecto de la KHPO4 0.2%
forma de (NH4)2504 0.5% SB 3% 5.0 Suspension junto
esterilizar Suspension separado
Efecto de la 1%
concentracién
(NH4)2504 0.5% SB 2% 5.0 Seco
de fuente de
carbono 3%

a SB = fraccién semilla + bagazo, S = fraccién semilla
b El pH inicial se ajusté con NaOH y H>S04 diluido

En la etapa de seleccion se usaron dos diferentes fuentes de carbono (SBy S) a dos pH’s (3.5 y 5.0); con 5 cepas
diferentes. Para determinar tanto la fuente de carbono y pH mas adecuados, asi como la seleccién de cepa (s).
En la evaluacién del efecto de la fuente de nitrégeno, los porcentajes (w/v) de las diferentes fuentes de
nitrégeno varian entre si. Esto es debido a que se ajusté en relacién a la cantidad de nitrégeno, lo que
corresponde a 0.106 g de nitrégeno/ 100 mL.

En la evaluacion de la forma de esterilizar es importante puntualizar a que se refiere cada una de las maneras
en que se llevd a cabo la esterilizacion:

a) Seco: la fuente de carbono seca, se esterilizé separada del medio basal
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b) Suspensién junto: se esterilizé la fuente de carbono junto con el medio basal

¢) Suspensi6n separado: se esterilizé el medio basal y separadamente la fuente de carbono con agua.
Todos lo medios de cultivo se esterilizaron a 121°Cy una presion de 15 Ib/in2 durante 20 min.
La fermentacion se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer de 500 mL conteniendo 100 mL de medio de cultivo
correspondiente, a una temperatura de 37°C y con agitacién constante de 200 r.p.m en una agitadora orbital
(New Brunswick Sci; USA). Durante el transcurso de 4 dias de la fermentacién se tomaron muestras de 5 mL en
un tubo de ensayo en condiciones esteriles a las 0, 24, 48, 72 h. Después de tomadas las muestras se les midid
el pH y se centrifugaron a 500 r.p.m. (centrifuga clinica SOLBAT C-300) y se mantuvieron a temperatura de

congelacion para anélisis posterior.

Ill. 6. Determinacién de aztcares reductores

Los azucares reductores se determinaron en los filtrados libres de células por el método de DNS (Miller, 1959).
La mezcla de reaccion cor.sté de: 0.1 mL de muestra + 0.9 mL de H,0d + 2 mL de écido dinitrosalicilico (DNS); la
mezcla fue puesta en ebullicion por 5 min., se le afiadieron 5 mL de H.0d y se leyé a una A = 575 nm en el
espectrofotémetro (Spectronic 20). La concentracion de aztcares reductores fue calculada utilizando una curva

estandar de glucosa.

11l. 7. Determinacién de actividades enzimaticas

a) Actividad Pectinolitica

Se determin6 por la cuantificacion de azdcares reductores liberados de pectina por el método de DNS
utilizando una curva estandar de acido galacturénico. El sistema de reaccién consistié en 0.5 mL de pectina (de
frutas citricas, con un contenido de 85% de GalA y 10% de grupos metoxilo, Sigma) al 1% (w/v), con 0.4 mL de
buffer de acetatos 100 mM a pH = 5.0 y 0.1 mL de filtrado enzimético libre de células a 45°C durante 20 min. Al
término del tiempo se le adiciono 2 mL de DNS y se calentd la mezcla a ebullicion por 5 min,, se le afiadié 5 mL
de H,0d y se ley6 a una A = 575 nm en el espectrofotdmetro. Una unidad (U) de actividad pectinolitica se
define como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la produccién de 1pumol de dcido galacturénico en
20 min. a45°Cy pH=5.0.
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b) Actividad Xilanolitica

La actividad xilanolitica se determiné por la cuantificacion de los azicares reductores liberados del xilano por el
método de DNS usando una curva de xilosa como patrdn, obtenidos después de la incubacién de: 0.5 mL de
xilano de abedul (Sigma Chemical Co.) al 1% (w/v) + 0.4 mL de buffer de acetatos 100 mM a pH= 5.0y 0.1 mL
de filtrado enzimético libre de células a 50°C durante 20 min. Al término del tiempo se le adiciono 1 mL de DNS
y se calentd la mezcla a ebullicién por 5 min,, se le aiadieron 5 mL de H,Od y se ley6 a una A = 575 nm en el
espectrofotdmetro. Una unidad (U) de actividad xilanolitica se define como la cantidad de enzima necesaria

para catalizar la produccién de 1 umol de xilosa en 20 min. a las condiciones de ensayo.

¢) Actividad Celulolitica

La actividad celulolitica se determind por la liberacién de azicares reductores de la celulosa por el método de
DNS usando una curva patrén de glucosa. El sustrato fue 50 mg de papel filtro (Whatman No 4) en 0.9 mL de
buffer de acetatos 100 mM a pH = 5.0 y 0.1 mL de filtrado enzimético libre de células llevéandose el ensayo a
una temperaturé de 40°C y un tiempo de 3 h. Para detener la reaccion se le agregé 2 ml de DNS y se colocé en
un bafio Maria en ebullicién por 5 min., se le agregd 5 mL de H,Od y se leyé a una A = 575 nm en el
espectrofotémetro. Una unidad (U) de actividad celulolitica se define como la cantidad de enzima necesaria

para catalizar la produccién de 1 pmol de glucosa en 3 h a las condiciones de ensayo.

d) Actividad xiloglucanolitica

La actividad xiloglucanolitica se midié por la liberacién de azicares reductores del xiloglucano por el método
de neocuproino usando una curva patrén de glucosa. El sistema de reaccién consistié en: 0.5 mL de xiloglucano
al 0.2% + 0.4 mL de buffer de acetatos 50 mM a pH= 5.0 y 0.1 ml de filtrado enzimatico e incubado a 40°C
durante 1 h (El tiempo de incubacién se determind a llevar a cabo la reaccién en las mismas condiciones pero a
tiempos de 0, 0.5, 5, 12, 18, 24 h). Concluido el tiempo se tomd una muestra de 50 pul y se agregd a un tubo de
ensayo con 2 mL de Na,C03 0.25 M + 50 pl de H20d para detener la reaccién y se le adicioné 1 mL del reactivo
de Neocuproino (0.4% de neocuproino (Aldrich Chem. Co) + 0.2% de CuSOs * 5H;0 (reacivo analitico,
Mallinckrodt)) y se incubé a 65°C durante 12 min. y se ley6 a una A = 435 nm en el espectrofotémetro

(Spectronic 21 D). Una unidad (U) de actividad xiloglucanolitica se define como la cantidad de enzima necesaria
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para catalizar la produccién de 1 pmol de glucosa en 30 min. a las condiciones de ensayo.

e) Actividad sustratos acoplados: B-glucosidasa

La actividad de B-glucosidasa se determiné por la liberacién de p-nitrofenol (pnp) medido a una absorbancia
de 405 nm, la concentracién se calculé usando una curva patrén de pnp. El sistema de reaccién consistié en 200
pl de p-nitrofenol-B-D-glucopiranosido (Sigma Chemical Co.) (1 mg/mL en buffer acetatos 50 mM a pH =4.2) +
50 pl de filtrado enzimético, incubado a 40°C durante 15 min ( Para determinar el tiempo de incubacién se
midi6 la actividad a diferentes tiempos de incubacién: 0, 15, 30 y 60 min. en las mismas condiciones descritas).
Transcurrido el tiempo se tomé una muestra de 50 pl y se adicion6 a 650 pl de Na;COs 0.13 M para detener la
reaccién. Una unidad de actividad B-glucosidasa se define como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1
pmol de p-nitrofenol por 15 min. a estas condiciones.

La actividad de B-galactosidasa, o-galactosidasa, B-xilosidasa, c-xilosidasa y oi-arabinosidasa; se determiné
usando  pnp-B-D-galactopiranosido, pnp-o-D-galactopiranosido,  pnp-B-D-xilopiranosido,  pnp-o-D-
xilopiranosido y pnp-a-L-arabinofuranosido como sustrato respectivamente (Sigma Chemical Co.) (De Vries,
1999).

lll. 8. Cromatografia en capa fina (TLC).

Con el objeto de hacer un andlisis de los productos de degradacion del xiloglucano, se llevé a cabo una
cromatografia de placa fina para la deteccién de los carbohidratos. Se utilizaron placas de (Cromatoplacas de
aluminio TLC 20 x 20 cm Silicagel F2s4, Merck) 5 x 10 cm. Las muestras utilizadas provinieron del ensayo de
actividad-xiloglucanolitica (ya descrito) pero incubadas a 0, 30 min., 5 h, 12 h, 18 h y 24 h. Las mezclas de
reaccion después de transcurrido el tiempo se centrifugaron a 500 r.p.m. (Microfuge E, Beckman) durante 5
min., se decantaron, congelaron y se liofilizaron (Liofilizadora Labconco Mod. Freezer Dry System). Una vez
secas las muestras se resuspendieron en 20 pl de agua y se utilizaron 8 pl en cuatro aplicaciones dejando que
se secara entre cada una. Se utilizaron estandares de: glucosa (2 pl de una solucién de 10 mg/mL), xilosa (2 pl
de una solucién de 10 mg/mL), galactosa (2 pul de una solucion de 10 mg/mL), ramnosa (6 pl de una solucién
de 50 mg/mL), lactosa(6 pl de una solucién de 20 mg/mL) y arabinosa (2 pl de una solucién de 10 mg/mL). La

placa se irrigé dos veces con MeCN-EtOAc-1-propanol-agua (85:20:20:15, v/v/v/v) a temperatura ambiente. El

34




Material y Métodos

solvente subid hasta la punta de la placa y se dejoé secar entre los dos ascensos. Los carbohidratos fueron
visualizados usando AgNOs alcalino. La placa de TLC fue sumergida en una solucién de AgNOs-acetona (1 mL
de AgNO; saturado en 200 mL de acetona) por 5 min. y se dejo secar. Posteriormente se sumergié en una
solucion alcalina de MeOH (2 mL de NaOH al 40% (w/v) en 200 ml de MeOH) por 5 min. y se dej6 secar y se
sumergié en una solucién que contenia NazS203 1.5 M, Na;S03 0.08 M y NaHS03 0.25 M. La placa fue después

lavada por un 1 min. en agua corriente (Han, 1998).

lII. 9. Purificacién parcial del xiloglucano de tamarindo.

El xiloglucano fue preparado disolviendo 30 g de polvo de la semilla de tamarindo en 500 mL de H,0d. La
solucion fue incubada en agitacién constante por 24 h a 4°C, se centrifugé a 8500 r.p.m (Beckman Mod. J2-MC)
por 30 min., el material sélido se descarté. El polisacarido soluble se precipité toda la noche a 4°C en 70% de
etanol 2:1 ajustado a pH = 4.0 con HCl y se centrifugd a 8500 r.p.m por 30 min. El material sélido se
resuspendié en 500 mL de H>0d, se precipité con etanol y se centrifugé por segunda vez y el material sélido

remanente fue resuspendido en el minimo de agua, congelado y liofilizado (Marry, 2003).

I1l. 10. Electroforesis (SDS-PAGE) y Zimogramas (Actividad /n situ).

La electroféresis en geles de poliacrilamida-SDS se realizé de acuerdo a Laemmli (1970). El gel separador
contiene acrilamida al 10% y bis-acrilamida al 2.7% (Bio-Rad Laboratories). Las muestras utilizadas fueron
concentradas y resuspendidas en el volumen minimo posible de buffer de corrimiento (Tris-HCl 25 mM pH 8.3,
glicina 192 mM y SDS 0.1%(Bio-Rad Laboratories)) y se adicioné un buffer de tratamiento desnaturalizante
(SDS 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10% buffer Tris-HCI 125mM a pH 6.8 y azul de bromofenol 0.005%).
Se emplearon 500 pg de proteina (determinada por el método de Lowry, utilizando albtimina de suero bovino
como estandar) de cada muestra para realizar la electrofdresis, la cual se llevé a cabo a corriente constante 50
mA, a través de una unidad de geles verticales de 1.5 mm migtly Small SE-245 (Hoefer Sci. Ins. USA). Después
de este tiempo los geles fueron teiidos con una solucién que contiene azul de Coomasie R-250 al 0.125%,
metanol al 50% y acido acético al 10% durante 1 hora y después se destifiieron con una solucién de dcido
acético al 10%.

La actividad in situ (zimegrama) xilanolitica y pectinolitica, se determiné incubando el gel de acrilamida en
buffer de renaturalizacion (Tris-HCl 10 mM pH 7.5) por 1 h a 1r.p.m. a 37°C, con cambio de buffer a los 30 min.,

se decantd y se incubd en el sustrato correspondiente al 1% a pH de 5.0 con buffer acetatos (xilano de avena
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(Sigma Chemical Co.) y pectina (Comercializadora Dantan, pectin MRS-351)) sin agitacién a 37°C durante 1 h, se
decantd y se eliming el exceso del sustrato; posteriormente el gel se tifid con solucién de rojo congo al 0.1 %
para xilano y rojo de rutenio 0.1% para la pectina durante 20 min. a temperatura ambiente. En el caso de la
actividad xilanolitica se decantd y se le agregé NaCl 1M durante 15 min. a temperatura ambiente, se decanté y
se le adiciond acido acético TM durante 15 min. a temperatura ambiente se decantd y se enjuagé. Mientras que

para la actividad pectinolitica se decanté y se enjuagd con agua segun fue necesario para eliminar el exceso de

colorante.
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IV, RESULTADOS Y DISCUSIGN

IV. 1. Seleccion

El Laboratorio de Hongos Filamentosos del Departamento de Alimentos de la UNAM cuenta con 54 cepas todas
ellas pertenecientes al género Aspergillus, aisladas a partir de fuentes naturales en estado de descomposicion.
De estas cepas, se seleccionaron 5: FP 60, 180, 440, 500 y 520, en base a su capacidad de producir enzimas
xilanoliticas y pectinoliticas en estudios previos (Herndndez, 1995; Fabela, 2000; Orozco, 2003). Las cepas FP 60,
180, 440 y 500 corresponden a cepas blancas de Aspergillus, mientras que la cepa 520 es una cepa negra.

Se ha observado que la sintesis de enzimas extracelulares de hongos como Aspergillus, se ve fuertemente
influenciada por los componentes del medio de cultivo, particularmente por la fuente de carbono (Blandino et
al, 2001). En el caso particular de Thermomyces lanuginosus incluso se reporté que prefiere materiales naturales
de plantas como fuente de carbono, en lugar de un componente individual aislado de estas (como puede ser
pectina y xilano) para la produccién de enzimas extracelulares (Puchard et al, 1999).

Dentro de las fuentes de carbono utilizadas para la produccion de xilanasas se encuentran: mazorca de maiz,
salvado de trigo, salvado de arroz, paja de arroz, tallo de maiz y bagazo de cafa de aziicar entre otras (Kulkarni
et al, 1999); mientras que la produccién de pectinasas se ha reportado en fuentes de carbono como: pectina,
pulpa de remolacha de azticar, mazorca de maiz molida, paja de trigo y cascara de arroz, (Olsson et al, 2003;
Hanif et al, 2004; Puchard et al, 1999). Las ventajas que ofrecen estas fuentes de carbono, es que son materiales
de desecho baratos y que incluso se puede ayudar a combatir la contaminacién ambiental debida a estos
mismos residuos. En este contexto, en este trabajo se evaluaron los residuos de tamarindo como fuente de
carbono para la produccién de enzimas extracelulares. Los residuos de tamarindo se componen de semillas y
bagazo formado por céscara, fibras, membrana que recubre la semilla y parte de la pulpa remanente; y son
ricos en polisacdridos complejos.

Para conocer la capacidad de las cepas para asimilar esta fuente de carbono, se llevé a cabo una evaluacién con
dos pH’s iniciales (5.0 y 3.5) y dos fuentes de carbono (tinicamente la fraccién semilla (S) y la fraccién semilla +
bagazo (SB)) y se determind la actividad xilanolitica y pectinolitica.

Como se puede observar en la Fig. IV.2 y Fig IV.3, las 5 cepas utilizaron la fraccién SB y la fraccién S al 3% como
fuente de carbono para su crecimiento, lo cual hacen a través de la secrecion de enzimas que degradan el

sustrato presente en el medio y por tanto hacen posible su utilizacion.
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Reductores Directos (mg/mL)

Tiempo (h)

Fig. IV.1. Representacién tipica de comportamiento de grupos reductores en una fermentacién utilizando
la faccién semilla de tamarindo ( __), fraccién semilla + bagazo ( — ).

a) Actividad Xilanoli:ica

Cuando las 5 cepas crecieron en la fraccidn SB, se observé que la actividad xilanolitica a pH inicial de 5.0 para
las cepas FP 60, 180 y 440, fue mucho menor en comparacion de las cepas 500 y 520 a las 24h. Empero la
actividad después se incrementé en todas las cepas (Fig.IV.2). Las diferencias a las 24 h pudieron deberse a: 1)
los aztcares reductores en el medio de cultivo puede afectar de manera diferente a cada cepa, y 2) el pH en el
medio de cultivo.

Al inicio de la fermentacidn la concentracién de los aztcares reductores fue de 2.5 — 3.0 mg/mL, a estos valores
todas las cepas blancas (60, 180, 440 y 500) los consumen hasta las 48 h obteniéndose una concentracién de
0.4 - 0.6 mg/mL a este tiempo (Fig. IV.1), esto ocurre debido a que la velocidad de consumo es mayor a la
velocidad de produccién de monosacdridos. Sin embargo, llega un momento en el cual la velocidad de
consumo es menor que la de produccién de aztcares de bajo peso molecular, resultando asi en una
acumulacion en la concentracién de azicares reductores (Fig. IV.1).

En el caso de la cepa negra (FP 520) los aziicares reductores son consumidos hasta las 24 h y aumentaron a las
48 h y nuevamente disminuyeron a las 72 h; esta diferencia con respecto a las cepas blancas, solo indica que la
velocidad de consumo y produccién de azticares de bajo peso molecular es mayor para esta cepa a estas

condiciones de crecimiento.
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Fiecto del pH en la Actividad Xilanolitica, utiizando como FC $B
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Fig. IV.2. Efecto del pH inicial (5.0 y 3.5) en la actividad xilanolitica, utilizando como fuente de carbono la fraccién
semilla + bagazo (SB) al 3% con 5 diferentes cepas.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir que la concentracién de los azicares de bajo peso
molecular al inicio de la fermentacién, afecté negativamente la sintesis de enzimas xilanoliticas para las cepas
60, 180 y 440.

Al estar presentes una mezcla de sustratos, estas cepas utilizaron primero la més simple para su crecimiento y
la induccién de enzimas que degradan carbohidratos mas complejos es nula o minima, hasta que se ha
agotado la fuente de carbono més facil de metabolizar. No obstante, las cepas 500 y 520 no pareci6 afectarles
de igual manera la presencia de los aziicares de bajo peso molecular a esa concentracién, porque los valores de
actividad son altos a las 24 h como ya se mencioné. Lo que sugiere que estas dos cepas se adaptaron mejor y
mds rapido a las condiciones de cultivo y/o podrian consumir mas répido los aziicares simples y/o son mas
resistentes a la represion catabélica. Se ha observado que la represion catabdlica en el caso de la endo-(1,4)-B-
xilanasa puede estar dada por glucosa y su induccién por xilano y fragmentos de bajo peso molecular de xilano
los cuales incluyen: xilosa, xilobiosa, xilooligosacaridos, heterodisacaridos de xilosa y glucosa (Kulkarni et al,
1999; Wen Lui et al, 1999; Beg et al, 2001).

Este fendmeno de induccidn / represidn, parece depender de cada cepa y la concentracidn de los carbohidratos
de bajo peso molecular, ademds de que en sustratos como éste, que son bastante heterogéneos y complejos,

existen otros factores que pueden afectar en la expresién de xilanasas como son: la accesibilidad del sustrato,
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velocidad y cantidad de oligosacaridos liberados y su naturaleza, y la cantidad de azicares faciles de
metabolizar liberados que actiian como fuente de carbono y como inhibidor de la sintesis de estas enzimas

(Kulkarni et al, 1999); sin descartar el pH, temperatura y agitacion.

Hecto de la acividod Xianoiica, uiizando como FC §
pH=5.0 pH=35
60 80
50 |
40 \\\
< 30
% —+—FP
= 20 —a—FP 180
o —a— FP 440
—— FP 500
0 —#—FP 520 : — .
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
-10 Tiempo (h) -10 Tiempo (h)

Fig. IV. 3. Efecto del pH inicial (5.0 y 3.5) en la actividad xilanolitica , utilizando como fuente de carbono semilla (S) al
3%, con 5 diferentes cepas.

En lo que respecta al pH durante la fermentacion, se observé que a pH inicial (pHi) de 5.0 éste aumentd a las 24
h (5.1 - 5.7) para todas las cepas a excepcion de la cepa 500 cuyo pH bajé (4.1). Posteriormente el pH bajo
hasta valores de 3.0 - 3.5 en todas las cepas. La cepa 500 mostré un comportamiento diferente a las de las
otras cepas blancas en la evolucién del pH durante la fermentacion. Esto probablemente explique el porque la
actividad xilanolitica diferente a las 24 h y apoya la teoria de que esta cepa consumié méds rapido los aziicares
simples. Estos resultados indican que la cepa 500 se adapté mejor a estas condiciones de crecimiento con
respecto a las otras cepas blancas.

Cuando se llevd a cabo la fermentacién a un pH inicial de 3.5 el perfil parece similar al del pH 5.0; ya que las
cepas que presentaron poca actividad xilanolitica a las 24 h a ese pH. Sin embargo, se observan cambios en el
transcurso de la fermentacién debido al cambio del pHi. La cepa que presenta diferencias mas notorias es la FP
500, en la cual los valores de actividad bajan en aproximadamente un 38% a un pHi de 3.5 con respecto al

maximo de actividad alcanzada para esta cepa (Fig IV.2).
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Al utilizar como fuente de carbono a un pHi de 5.0 la fraccién S, la actividad xilanolitica en funcién del tiempo
presenta otro perfil (Fig. IV.3), se puede observar que la actividad xilanolitica alcanza su méximo a las 48 h,
seguido de una disminucion.
En este tipo de fuente de carbono los reductores directos al inicio de la fermentacién fueron de 0.5 - 0.9
mg/mL, por lo que sugierz que los principales componentes presentes en el medio de cultivo son polisacéridos,
por lo cual los microorganismos para poder alimentarse requieren de enzimas que los degraden.
Probablemente la disponibilidad del sustrato fue limitada y la accién de las enzimas no fue tan eficiente,
ocasionando asi que a las 24 h los reductores directos solo aumentaron ligeramente, a excepcién de la cepa 520
en donde los reductores directos aumentaron hasta 2 mg/mL a este tiempo y disminuyeron subsecuentemente
hasta valores de 0.6 mg/mL. Para el resto de las cepas (60, 180, 440 y 500) en el tiempo subsiguiente hubé una
acumulacién de los azicares reductores en el medio de cultivo hasta valores de 1.8 - 2.2 mg/mL al tiempo 72 h
(Fig. IV.2), lo que provocé que para estas cepas la induccién de xilanasas se vio reprimida y por ende disminuyd
la actividad xilanolitica.
Al iniciar la fermentacién a un pH de 3.5 usando como fuente de carbono la fraccién S se observé que el pH
afectd la produccién de xilanasas, especialmente a las cepas blancas, ya que disminuyé la actividad en éstas y
en la cepa 60 incluso afectd en la evolucién de la actividad xilanolitica durante la fermentacidn; para la cepa
520 no le afecté considerablemente el cambio de pH, sugiriendo que esta cepa es capaz de adaptarse mejor

que las otras, a este tipo de cambio en estas condiciones de crecimiento.

Efecto del pH en la Actividad Pectinoltica, utiizando como FC B
1 _oppeo 0 30 - Pl
—m—FP 180
25 | —a—FP 440
—3—FP 500
—¥—FP 520
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Fig. IV.4. Efecto del pH inicial (5.0 y 3.5) en la actividad pectinolitica, utilizando como fuente de carbono la fraccién
semilla + baaazo (SB) al 3% con 5 diferentes cepas.
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a) Actividad Pectinolitica
En la actividad pectinolitica al usar como fuente de carbono la fraccion SB a un pH inicial de 5.0 (Fig. VI.4), se
observé que entre las cepas blancas no hay diferencias significativas, pero con respecto a la cepa negra (FP 520)
la actividad de éstas es mayor.
A diferencia de las xilanasas, la sintesis de pectinasas no parece afectarle a las 24 h por la concentracién inicial
de los reductores directos. Asi mismo el cambio de pHi tampoco afecté considerablemente la produccién de
pectinasas, ya que los valores de actividad entre cada condicién difieren entre si en + 2 U/mL. No obstante en
otros trabajos se ha observado que el pH es una variable importante en la secrecién de enzimas pectinoliticas
(Fabela, 2000).
Los resultados obtenidos al usar como fuente de carbono la fraccion S a pHi de 5.0 y 3.5 la actividad
pectinolitica mostré una tendencia similar que al usar la fraccion SB y de igual manera la cepa 520 es la que

menor actividad pectinolitica presentd (Fig. IV.5).

Ffecto del pH en la Actividad Pectinolifica, utiizando como FC §
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Fig. V1.5. Efecto del pH inicial (5.0 y 3.5) en la actividad pectinolitica, utilizando como fuente de carbono la fraccién
semilla (S) al 3%, con £ diferentes cepas.

Con fines de comparar todas las variables presentadas anteriormente, se grafico la actividad xilanolitica y
pectinolitica en las cuatro variables a las 72h (el 62.5% de las actividades maximas obtenidas tanto xilanoliticas

como pectinoliticas fueron a las 72 h) Fig. IV.6. Entre lo més importante de esta figura destaca:
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Las condiciones de fuente de carbono y pH que favorecieron la sintesis de xilanasas en mayor proporcién
fue la fraccién SB a pH inicial de 5.0 para todas las cepas a excepcién de la cepa 60, la cual presenté su
actividad maxima a pH de 3.5 en SB.

La cepa 520 fue la cepa que mejores actividades xilanoliticas obtuvé en cualquier condicién (55.22+ 3.70
U/mL); lo cual indica que esta cepa se adaptd bien aun cuando existieron cambios de fuente de carbono y
pH, ya que no afectaron en gran proporcién esta actividad. En contraparte esta misma cepa fue la de los
valores mas bajos de actividad pectinolitica.

Practicamente el comportamiento de las cepas blancas fue el mismo en cada condicién evaluada; en la
actividad xilanolitica la desviacién estandar en cada condicién fue de +2 — 6 U/mL; mientras que para la
actividad pectinolitica en todas las condiciones es de + 2 U/mL. Esto se explica porque las cepas blancas
produjeron practicamente las mismas proteinas e incluso poco efecto tuvo el pH de inicio de la
fermentacion y el cambio de fuente de carbono (fraccién SB y fraccion S) en la secrecion de éstas, aunque si
hubo diferencias en la concentracién en que fueron producidas (Fig.IV.7)

Actividad Xilanolitica (72 h)

60

BFC 8B, pH=5.0
BFCSB,pH=35
OFCS,pH=5.0
BFCS pH=35

Actividad Xilanolitica 407 [}
(WimL) 20 [

BFC 5B, pH=5.0

25 HFC SB,pH=35
Actividad Pectinolitica fg: | OFCS,pH=5.0
(WmL) 10! [ EFCS,pH=35
5
o Ll L | 5| .
60 180 440 500 520
Cepa

Fig. IV.6. Comparacién de las actividades xilanolitica y pectinolitica a las 72 h entre las 5 cepas, en las cuatro
condiciones utilizadas: Fuente de carbono (FC) SBapH de 5.0 y3.5yFCSapH de 5.0y 3.5.

En la Fig. IV.7 se observa que el perfil de proteinas de la cepa negra (520) es muy diferente a las cepas blancas

(60, 180, 440, 500). Esta cepa produjé mas enzimas y esto explica porque su actividad fue mayor, no

importando las condiciones utilizadas para la produccion de enzimas xilanoliticas.

43



) - _ B Resultados y Discusion
De los resultados anteriores se eligieron la fraccién SB como fuente de carbono y un pHi de 5.0 para la
produccién de enzimas que degradan la pared celular de los desechos de tamarindo. Asi mismo se eligieron
dos cepas: 1) la cepa 520 por su gran capacidad de producir xilanasas, aun cuando su nivel de produccién de
pectinasas no fue el mas alto; 2) la cepa 500 elegida porque a diferencia de las otras cepas presenté mas
resistencia a represion catabélica debida a la presencia de aziicares metabolizables en la sintesis de xilanasas;
es la cepa que tuvo los \;ralores mas altos de actividad xilanolitica en las condiciones elegidas de fuente de
carbono y pHi; porque al igual que las otras cepas blancas produjé buena actividad pectinolitica y aunado a que
es una cepa de interés en el grupo de trabajo, ya que se estdn llevando a cabo mds estudios para un
conocimiento mas amplio de esta cepa.

A B

Cepa 60 180 440 500 520 Cepa 60 180 440 500 520
pHinicial 5.0 3.5 5.0 3.5 50 35 50 35 50 35 pHinicial 50 35 50 3.5 50 35 50 35 5.0 35

T |8
~Epeemalpd

Fig. IV.7. Gel de proteina a las 72 h de la fermentacion, utilizando como fuente de carbono la fraccién SB (A) y la fraccién S
(B), pH 5.0y 3.5, las cinco cepas.

IV. 2. Evaluacién de la forma de esterilizar la fuente de carbono

En la etapa de seleccion se esterilizé la fuente de carbono (fraccién SB) en seco debido a que este tenia una
cantidad considerable de azicares reductores al hidratarlo (los residuos de tamarindo tienen presentes
monosacdridos como: glucosa, manosa, fructosa y disacaridos como xilobiosa, celobiosa, provenientes del
remanente de la pulpa y semilla de tamarindo (Gunasena, 2004.)). Por lo que se decidi6 evaluar la forma de
esterilizar el sustrato para determinar si era la manera mas conveniente de produccion de enzimas xilanoliticas
y pectinoliticas por las cepas 500 y 520.

Se utilizaron tres formas de esterilizar la fuente de carbono: Seco (SC): la fuente de carbono se esterilizé
separado del medio basal como su nombre lo indica sin presencia de agua; Suspensién junto (SJ): se esterilizd
la fuente de carbono junto con el medio basal; y Suspensién separado (SS): la fuente de carbono se esterilizd
con una parte de agua separado del medio basal. Los resultados se muestran en la figura IV.8.
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El cambio en la forma de esterilizar la fuente de carbono afecté la produccién tanto de xilanasas como
pectinasas. En el caso de la cepa 500 el valor méximo alcanzado de actividad xilanolitica es muy parecido al
utilizar sustrato esterilizado en seco y en suspensidn separado (Fig.IV.8). Sin embargo, esta actividad a las 24 h
al esterilizar en SC es 18 veces mayor que al esterilizar en SS y 3.5 veces mayor a las 48h.
Para la cepa 520, la forma més apropiada para esterilizar la fuente de carbono fue en SC, ya que es en donde la
actividad xilanolitica maxima fue mayor en aproximadamente un 18% con respecto a las otras dos formas de

esterilizar la fuente de carbono.

Evaluacidén en la forma de Evaluacidn de la forma de esterilizar en
esterilizacion en la Actividad la Actividad
70 Xilanolitica 25 Pectinolitica
60
|
50 {
40 4 /. g
Ty ——SC,FP500 35
E 304 / =
=5 —&#—8J, FP 500
20 - —a&— SS, FP 500
| ——SC, FP 520
10 : —%—5J, FP 520
| ’ S8, FP 520
0 1= Y ‘;/l/ — =
0 20 40 60 80
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Fig. IV.8. Evaluacién de la forma de esterilizar la fuente carbono al 3%: Seco (SC), Suspensién junto (SJ) y Suspensién separado
(55) en la actividad xilanolitica y pectinolitica de la cepa 500y 520.

De alguna manera al esterilizar la FC en 5) y SS cabe la posibilidad de que los polisacaridos sean parcialmente
hidrolizados. En este caso, la fraccién SB estd compuesta por diversos polisacaridos y carbohidratos de bajo
peso molecular (monosacaridos, disacaridos, trisacaridos, etc), que al estar en medio acuoso a pH acido y al
elevar la temperatura, se favorecen reacciones de hidrdlisis de éstos, observandose asi un incremento en los
reductores directos al inicio de la fermentacion (Fig. IV.9), lo que ocasiona que se retrase la produccién de
enzimas xilanoliticas en condiciones por la presencia de azticares metabolizables. Esto es lo que ocurre al
esterilizar la fuente de carbono en SJ y SS, pero cabe mencionar que la presencia de las sales tiene un efecto

adicional, estas probablemente participen también en reacciones con los componentes de la fuente de
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carbono, provocando asi las diferencias en la produccién de las xilanasas entre ambas formas de esterilizar la
fuente de carbono. Por lo tanto, mientras menos afectada este la FC al inicio de la fermentacion es mejor para
la produccién de xilanasas, reflejandose asi en una actividad mayor al usar la FC esterilizada en SC.

En lo que respecta a la actividad pectinolitica Fig. IV.8, la cepa FP 500 claramente obtuvo la mayor actividad
pectinolitica esterilizando la fuente de carbono en seco. Al parecer al igual que en la actividad xilanolitica la
concentracién de azicares reductores al inicio de la fermentacién afectaron negativamente la sintesis de
pectinasas al esterilizar en SS y SJ. Aun cuando los valores de los reductores directos iniciales son similares en
ambas condiciones (Fig. IV.9), la actividad xilanolitica no es la misma, lo que se puede atribuir a un efecto
adicional debido a la presencia de las sales al esterilizarlas con el medio (Fig. IV.8).

La actividad pectinolitica de la cepa 520 es mayor al esterilizar la fuente de carbono en 5C, y no se observé un
efecto negativo por la concentracion de los azicares de bajo peso molecular inicial, sin embargo, parece que
afectd en la disponibilidad del sustrato y la generacidn de azucares reductores via hidrdlisis enzimatica en el
tiempo subsiguiente; es decir al ser el sustrato parcialmente degradado por las condiciones de esterilizacion,
permitié que las enzimas actuaran mas fécilmente, por lo que aumenté la concentracion de azlcares
reductores y se acumularon en el medio, reprimiendo el sistema pectinolitico, reflejindose en una actividad

menor comparada con la obtenida al utilizar la fuente de carbono esterilizada en seco de la cepa 520.

Reductores directos
.5 o = b R S U PP
4.0
354
3.0+
i Et(0h)
T 25- Ht (24 h)
‘E‘, 204 —Ot(48h)
! _ @t(72h)

SC(FPS00) SJ(FPSO0) SS(FPS500) SC(FPS520) SJ(FP520) S5 (FP 520

Forma de esterilizar

Al llevar a cabo el anlisis de proteina en estas condiciones diferentes de esterilizar la fuente carbono (Fig.
IV.10), se observé que la cepa 500 produjo un nimero mayor de enzimas al esterilizar la FC en seco y con una

con concentracién mayor. El perfil de proteinas al esterilizar en SJ y SS no fue muy diferente, pero si lo fueron

46



i Resultados y Discusién
sus actividades. En el caso de cepa 520 la condicién que provocé la secrecién de un niimero menor de enzimas
fue al esterilizar en SS, en las otras dos condiciones el perfil de proteinas fue muy similar entre si. Ahora bien el
perfil de proteinas en condiciones de esterilizado en SSy SJ fue diferente (Fig. IV.10), pero los valores reflejados
de ambas actividades (xilanolitica y pectinolitica) a las 72 h no fueron muy diferentes ente s, lo que indica que
las enzimas secretadas en SS fueron las enzimas necesarias para llevar a cabo la degradacién de los

polisacaridos presentes en el medio de cultivo.

Cepa 500 520
F. Esterilizar SC s SS sC S) SS

Fig. IV.10. Gel de proteina a las 72 h, de las 3 diferentes formas de esterilizar la fuente de carbono (SB).

IV. 3. Evaluacién de la Fuente de Nitrégeno.

Los microorganismos son capaces de utilizar una gran gama de fuentes de nitrégeno (inorganicas y orgénicas)
para su crecimiento. Sin embargo, no todas las fuentes de nitrdgeno proporcionan el crecimiento de estos de
igual manera. Entre las fuentes inorganicas de nitrégeno mas comunes son los nitratos y sales de amonio,
siendo consideradas estas tltimas una buena fuente de nitrégeno junto con glutamina y asparagina, mientras
que prolina y urea califican como pobres fuentes de nitrégeno (Sdnchez and Demain, 2002; Hernandez, 1995).
En este contexto se evaluaron dos fuentes de nitrégeno inorganicas: sulfato de amonio y nitrato de sodio y una
fuente orgdnica: extracto de levadura y se observé el efecto de estas en la produccién de enzimas xilanoliticas
y pectinoliticas (Fig. IV. 11). Cabe mencionar que el efecto del nitrégeno no es posible analizarlo separado del
pH, ya que no se controlé el pH durante de la fermentacién.

Los resultados indicaron que para la cepa 500 la fuente més favorable para la produccién de xilanasas es el
(NH4)2504, en esta fuente de nitrégeno se alcanzé a tiempos cortos buena actividad, tan solo 33% menos del
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mdximo alcanzado (48h); aunque usando NaNOs la actividad tan solo disminuy6 en aproximadamente un 10%
con respecto al maximo obtenido en ambas condiciones, pero a tiempos cortos esta actividad es
aproximadamente 10 veces menor que con (NHa);50s.
En lo que respecta a la actividad pectinolitica el NaNOs, fue la fuente de nitrégeno que mas favorecié ésta
actividad, aunque tan solu disminuyé la actividad al usar (NH4)2504 en un 25%.
Finalmente en ambas actividades para esta cepa (500), la fuente de nitrégeno que produjo los valores mas
bajos fue al usar extracto de levadura.

Evaluacién de la fuente de Nitrégeno Efecto de la fuente de Nitogeno
en la Actividad Xilanolitica en la Actividad Pectinolitica
70 5
60
50 1
|
) |
E |
2.,
7

—&— Amonio, FP 500
—@— Nitrato, FP 500
—a&—E Levadura, FP 500
—>— Amonio,FP 520
—%— Nitrato, FP 520

9~ E.Levadi FP 520
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Fig. IV.11. Evaluacin de la fuente de nitrégeno (0.106 g de nitrégeno/ 100 mL): Sulfato de amonio, Nitrato de sodio y

Extracto de levadura en la actividad xilanolitica y pectinolitica de la cepa 500 y 520.
En el caso de la cepa 520 ocurre algo similar, los valores méximos de actividad xilanolitica fue usando (NH4)2504
y pectinolitica fue usando NaNOs como fuente de nitrégeno. Aunque a diferencia de la cepa 500 con NaNO; a
tiempos cortos la actividad xilanolitica es mayor que con (NH4)2504, también se observé que la cepa 500
produce mds actividad con extracto de levadura que la cepa 520.
Como se sabe el pH es uno de los factores que afecta a la produccién de xilanasas y pectinasas (Harvey, 1994;
Kurkarni et al, 1999), y que en gran medida los cambios de pH en el medio de cultivo (Fig. IV.12), son debido a
la utilizacién de estas fuentes de nitrégeno.
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Al utilizar (NH4)2S04 como fuente de nitrégeno a un pHi de 5.0 y la cepa 500, el pH bajé progresivamente
durante el transcurso de la fermentacién hasta que se alcanzaron valores de 3.4, con NaNO; el pH subié a las 24
h pero bajé hasta valores de 3.2 aunque menos drdstico que con (NH4):S0s, mientras que, cuando se usé
extracto de levadura el pH subi6 hasta valores 6.2. Este Ultimo caso fue la condicién mas desfavorable para la
produccidn de estas enzimas, ya que provocd la disminucién de la actividad pectinolitica en aproximadamente
un 35% y xilanolitica en un 28%, con respecto a la maxima actividad obtenida en ambos casos. En el caso de la
cepa 520 el pH disminuyé con (NH4):504 hasta valores de 3.0. El comportamiento al usar NaNOs y extracto de
levadura es opuesto ya que aumenté el pH y se alcanzaron valores de 6.2 de pH. Estos cambios de pH parece
que afectaron méas a esta cepa en la produccién de xilanasas, principalmente cuando se usé extracto de
levadura donde la produccién disminuy6 hasta un 58% con respecto a la actividad maxima obtenida; en el caso
de las pectinasas también disminuyé la actividad cuando se utilizé extracto de levadura pero solo un 22%. La
diferencia entre las actividades xilanolitica y pectinolitica fue debida a que la utilizacién del nitrégeno

inorgdnico fue mas facil para estas cepas, que la del nitrégeno organico proveniente del extracto de levadura.

Evolucién de pH en diversas fuentes de Nitrégeno
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Fig. IV. 12. Evolucién del pH al utilizar tres diferentes fuentes de nitrégeno: Sulfato de amonio, nitrato de sodio y
extracto de levadura.

Para saber un poco mas con respecto a que es lo que ocasiona el cambio de fuente de nitrégeno en el medio de
cultivo se llevé a cabo el gel de proteina a las 72 h. Encontréndose que esta variable provocé cambios en el
perfil de proteinas secretadas al medio de cultivo. El nimero de proteinas secretadas por la cepa 500 cuando se

usd NaNOs y extracto de levadura es mayor con respecto al niimero de proteinas secretadas con (NH4)2504. En
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el caso de NaNOs puede decirse que las enzimas adicionales producidas a diferencia del medio de cultivo que
contiene (NH4)2504 pueden ser pectinasas més que xilanasas debido a la actividad pectinolitica fue mayor que
las otras condiciones y/o enzimas que ayuden a la utilizacion del nitrégeno. En el caso del extracto de levadura,
no parece ser ninguna de las dos, ya que las actividades evaluadas reflejaron menor actividad con respecto a las
otras dos condiciones, probablemente las otras enzimas sean parte de la degradacién de los péptidos,
polipéptidos y carbohidratos que son parte de la composicién compleja de la propia fuente de nitrégeno. Los
cambios también se hacieron ver para la cepa 520 aunque en este caso, la cantidad de enzimas secretadas es

menor con NaNOs y extracto de levadura.

IV. 4. Evaluacion de la concentracion de la fuente de carbono.

Otro de los aspectos evaluados en este estudio fue la concentracion de la fuente de carbono (1%, 2% y 3%), se
utilizaron concentraciones menores al 3% porque ya se sabia a esta concentracion no habia represién
catabélica en estas cepas, lo que probablemente hubiera sucedido al aumentar la concentracion, ya que

conforme més aumenta la concentracién del sustrato por ende también los azicares solubles.

Evaluacién de la 5n de la Evaluacién de la tracién de la
Fuente de carbono en la Actividad Fuente de carbono en la Actividad
Xilanolitica Pectinolitica

—e— 1%, FP 500
—&— 2%, FP 500
—k— 3%, FP 500
—3— 1%, FP 520
—%— 2%, FP 520
-_ﬂ%._FPSQﬂ

oM ks S —

1] 20 40 60 80
Tiempo (h) Tiempo (h)

Fig. IV.13. Evaluacién de la concentracién de fuente de carbono (SB): 1% 2% y 3%, en la actividad xilanolitica y
pectinolitica de la cepa 500 y 520
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El méximo en la actividad xilanolitica, se obtuvé a las 48 h a excepcién de la cepa 520 al 3% de fuente de
carbono cuyo maximo es a las 72 h (Fig. IV. 13). En ambas cepas al inicio de la fermentacién presenté un
comportamiento muy similar, aun cuando la concentracién de azicares solubles es diferente entre cada
concentracion de la fuente de carbono (aumenté aproximadamente 1 mg/mL conforme se incrementd la
concentracion de fuente de carbono), conforme transcurrié el tiempo de la fermentacién comenzé a existir
diferencias entre los valores de actividad xilanolitica, en el caso de la cepa 500 el maximo de actividad
alcanzada fue a una concentracién de 2% de fuente de carbono, tan solo un 7.5% menor al 1% de
concentracion y 11.5% al 3% de fuente de carbono. Para la cepa 520 el méaximo de actividad se obtuvé a una
concentracion del 1%, siendo 19% menor la actividad a una concentracién de fuente de carbono al 2%y 12%
menor al 3%.
La actividad pectinolitica maxima en la mayoria de los casos se obtuvé a las 72 h con excepcién de la cepa 500
al 1% de fuente de carbono en donde se alcanzé a las 48 h. La concentracién del 2% fue la condicion que
permitié que la cepa 500 produjera el méaximo de esta actividad, aunque no muy diferente de lo que se produjo
al 3% ya que la diferenci es de aproximadamente del 5%. La cepa 520 produjo el maximo de actividad al 3%
de concentracidn de fuente de carbono tan solo el 10% mayor al 2%.
Los resultados mostraron que no existe una tendencia en la produccién de xilanasas y pectinasas en ambas
cepas con el aumento de la concentracion de la fuente de carbono. En otros trabajos si ha existido una relacion
directa de concentracién con la produccién de enzimas, tal es el caso de algunas xilanasas que aumentaron
conforme aumentd la concentracién de la fuente de carbono (Kulkarni et al, 1999).
Al observar el perfil de proteinas se hace notar el porque la diferencia de las actividades evaluadas no fue
grande. En el caso de la cepa 500 el perfil no fue diferente a ninguna concentracién de fuente de carbono (Fig.
IV.14), sin embargo, si existié diferencia en la concentracién de algunas de las proteinas, la concentracién
mayor se observé al 2%, lo que se refleja en ambas actividades evaluadas (Fig. IV.13), el perfil de la cepa 520
fue més similar a las concentraciones 1% y 2%, ya que al 3% no hubé secrecién de algunas enzimas de peso
molecular alto que si lo fueron al 1y 2%, sin embargo, esto no parecié afectar en gran medida la actividad
xilanolitica y pectinolitica.
De esta etapa se decidio elegir como concentracién de fuente de carbono el 3% sencillamente porque asi es
posible usar una mayor cantidad de los residuos y poder darles otro uso ayudando asi a la contaminacién
ambiental que podrian generar estos residuos y a su vez porque al ser un material parcialmente degradado, se
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le podria dar otro uso como por ejemplo: alimento para ganado, con la ventaja de que seria més facilmente

asimilable para los animales que lo consuman.

Cepa
Conc.de Fte.ceC

Fig. IV.14: Gel de proteina de muestras provenientes de las 72 h,
de las fermentaciones a diferentes concentraciones de fuente de carbono.

IV. 5. Degradacion de ofros fragmentos de la pared celular por enzimas producidas en
residuos de tamarindo

Como ya se menciond la naturaleza de la fuente de carbono es compleja, de tal manera que estan presentes
diversos polisacaridos como son: celulosa, xilano, xiloglucano, pectina e incluso monosacéridos y disacaridos.
Esta gran diversidad de compuestos propone que las enzimas producidas, no solo sean pectinasas y xilanasas
como ya se mostrd. Por esto se decidié evaluar la actividad celulolitica, xiloglucanolitica y otras actividades
como son de: B-glucosidasa, B-galactosidasa, ct-galactosidasa, B-xilosidasa, o-xilosidasa y a-arabinosidasa.

La determinacién de estas actividades enzimdticas se llevd a cabo utilizando filtrados enzimaticos provenientes
de las condiciones elegidas para la produccién de enzimas xilanoliticas y pectinoliticas de las evaluaciones
anteriores, por lo tanto son de las fermentaciones, en donde se esterilizé en seco la fuente de carbono al 3%y

sulfato de amonio como fuente de nitrégeno a pH inicial de 5.0 utilizando la cepa 500 y 520.

1) Actividad Celulolitica
Gran parte de los residuos de tamarindo comprenden la semilla de tamarindo y esta a su vez es rica en un
polisacérido llamado xiloglucano, este polisacarido tiene una interaccién muy estrecha por puentes de
hidrégeno con la celulosa formando asi una red (XG/celulosa) (Fry, 1989; Pauly et al, 1999; 0" Neill and
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Selvendran, 1983; York and Eberhard, 2004). Por lo tanto se decidi6 evaluar si estas cepas eran capaces de
producir celulasas, ya que podrian ser inducidas por la presencia de celulosa en el medio de cultivo.

Los resultados se muestran en la Fig. IV.15. La produccién de celulasas en el transcurso de la fermentacién en
ambas cepas no es el mismo; la cepa 500 tiene el méximo de actividad a las 48 h mientras que la cepa 520 a las
72 h siendo este Gltimo 8% mayor a la actividad maxima producida por la cepa 500. La presencia de celulasas
en el medio de cultivo, indica que la celulosa presente en el medio de cultivo indujo estas enzimas, ya que sin la
presencia de ésta no es posible la induccidn, este fendmeno de induccion se logra ver en el trabajo de
Hernandez A, en donde demostré que en fuentes de carbono como son xilanos de avena, xilanos de abedul,
olote, CMC y CMC + xilanos de abedul utilizando cepas de Aspergillus sp., la actividad celulolitica es baja o nula.
Aunque también cabe la posibilidad de que ésta induccion también hayan participado otros componentes
presentes en el medio, ya que en otros trabajos se ha reportado produccion de celulasas son: aparte de

celulosa estan la soforosa, celobiosa, glucosa y xilosa (De Vries, R.P., 1999).

Actividad Celulolitica

25+

B0h
H24h
048 h
E72h

U/mL

500 520  Hem
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Fig. IV.15. Actividad celulolitica (U/mL) a tiempo de 0, 24, 48, 72h de fermentacién de las cepas 500 y 520 crecidas en SB
de tamarindo al 3% esterilizado en seco a pH inicial de 5.0 y fuente de nitrégeno sulfato de amonio; asi como de una
hemicelulasa comercial (0.03074 mg de enzima) como control de validacidn de la técnica.

En la figura IV.15 también se muestra un valor de esta actividad con fines comparativos, de una hemicelulasa
comercial con actividad celulolitica producida por Aspergillus niger. Esta hemicelulasa se purifico para eliminar
el vehiculo en el que venia, que era lactosa. Se hizé pasar por una columna de desalacion de 5x10 mL de

poliacrilamanida (Bio-Rad Laboratories, Econopac10 DG, Disponsable Desalting Columns) una solucién de 25
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mg/mL y se hicieron recolecciones cada 3 mL y se leyeron a una absorbancia de 280 nm, tomandose
tinicamente las 6 primeras fracciones (datos no mostrados) y posteriormente llevandose a cabo una didlisis de
este filtrado. A este filtrado se le determind la actividad xilanolitica (20.9 U/mL), los reductores directos (0.17
mg/mL), la concentracién de proteina (0.307 mg/mL) y la actividad celulolitica (12.8 U/mL).

2) Actividad Xiloglucanolitica

Para determinar la actividad sobre xiloglucano (XG), se llevd a cabo utilizando el XG extraido a partir de la
semilla de tamarindo en polvo, por medio de una extraccién acuosa (Marry, M., et al., 2003), generalmente el
xiloglucano proveniente de la pared celular de las plantas se extrae con 4lcali concentrado, esto es debido a la
gran interaccién que tiene este polisacdrido con la celulosa, sin embargo, la semilla de tamarindo tiene poca
cantidad de celulosa, lo que permite su extraccién, al menos parcial del XG (Watt, DK, et al., 1999). Ademas de
XG extraido también se utilizé el XG comercial de la semilla de tamarindo (Megazyme International Ireland
Ltd.)

Actividad Xiloglucanolitica

12 -

10 -

(U/mL)

60 70 80

Tiempo de fermentacion (h)

—4—FP 500, XG cor. ercial —a&— FP 520, XG comercial —&—FP 500, XG extraido = FP 520, XG extraldo

Fig. IV.16. Actividad xiloglucanolitica usando como sustrato xiloglucano de semilla de tamarindo (U/mL) a tiempo de 0, 24, 48, 72h
de fermentacion, de las cepas 500 y 520 crecidas en 5B de tamarindo al 3% esterilizado en seco a pH inicial de 5.0 y sulfato de
amonio como fuente de nitrégeno.

La actividad xiloglucanolitica cuando se utilizé XG extraido como sustrato para la cepa 500 alcanzd su méximo
a las 24 h sequida de la disminucion de esta hasta valores de 4.36 U/mL a las 72 h de fermentacién (Fig. IV.16),

en lo que respecta a las otras actividades medidas, las actividades mayores se alcanzaron a finales de la
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fermentacién, lo que sugiere que tal vez esta (s) enzima (s) se deja (n) de producir, pero permanece en el medio
de cultivo o bien es producida en pequenas cantidades, ya que el microorganismo obtiene alimento a través de
otros polisacaridos presentes debido a una mayor disponibilidad de estos en el medio de cultivo como son:
xilano, pectina y celulosa. Sin embargo, al medir esta actividad utilizando XG comercial, no se obtuvé el mismo
resultado; ya que el maximo fue a las 48 h y fue 61 % menor con respecto al maximo obtenido con el XG
extraido. Esta diferencia radica principalmente a la pureza del sustrato y probablemente el XG extraido no solo
contenga XG sino tal vez fragmentos de otros componentes hemicelulésicos solubles en agua y al llevar a cabo
la actividad con el filtrado crudo, es posible que la actividad no solo sea debida a enzimas xiloglucanoliticas. Sin
embargo se puede decir que el filtrado si posee actividad xiloglucanolitica, ya que el XG comercial es puro y si
hay actividad.

Hidrélisis del Xiloglucano
7 (B)
6
5|
2

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de incubacién (h)

—e—Cepa 500 -+~ Cepa 520

Fig. IV.17. Hidrélisis enzimdtica del xiloglucano, utilizando filtrados de las cepas 500 y 520 crecidas en SB de tamarindo al 3%
esterilizado en seco a pH inicial de 5.0 y sulfato de amonio como fuente de nitrégeno. (A) Hidrdlisis del XG comercial a diferentes
tiempos de incubacién, utilizando filtrados enziméticos més concentrados; (B) Hidrélisis del XG extraido a diferentes tiempos de
incubacioén, utilizando filtrados enziméticos, tal cual de la fermentacién (diluidos).

En lo que respecta a la cepa 520 la diferencia al utilizar XG extraido y XG comercial (Fig. IV.16) la actividad
xiloglucanolitica no es tan diferente como en el caso de la cepa 500. A las 24 h y 48 h la actividad es
ligeramente mayor utilizando XG extraido, pero observédndose el mismo comportamiento en ambos sustratos y
en ambos casos se alcanzé su maximo valor de actividad a las 72 h de la fermentacion, pero en éste punto la
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actividad con XG comercial superé en un 25% a la del XG extraido. Al no ser tan grande la diferencia entre
ambas actividades en el transcurso de la fermentacién como sucedi6 con la cepa 500, sugiere que las enzimas
producidas por la cepa 520 son més especificas al xiloglucano. Probablemente en el XG extraido actuaron otras
enzimas no xiloglucanoliticas presentes en el filtrado enzimdtico y que pudieron utilizar las impurezas del
polisacarido extraido lo que pudo aumentar la actividad a las 24 y 48 h.

Como se sabe las celulasas también son capaces de degradar la cadena principal del xiloglucano, siempre y
cuando no se encuentre sustituida y para descartar la posibilidad de que las enzimas producidas por ambas
cepas sean en realidad celulasas ms que enzimas que degradan el xiloglucano, se utilizé de nueva cuenta la
hemicelulasa comercial con actividad celulolitica (Fig. IV. 14) y se determiné la actividad sobre XG extraido
como sustrato, en condiciones iguales de ensayo que las de las cepas 500 y 520. No hubo actividad contra este
sustrato, sin embargo al llevar a cabo la actividad utilizando el XG comercial su actividad es de 2.5 U/mL; y al
ampliar el tiempo de incubacién a 24 h en el caso del XG extraido, si se obtuvé degradacion del sustrato lo que
equivaldria a el valor de nidrélisis que se alcanzé con los filtrados enzimdticos de las cepas 500 y 520a 5 h en
éste sustrato ( XG extraido)(Fig. IV. 17.B).

En la Fig. IV.17.B se muestra la hidrélisis del XG extraido en donde se utilizaron los filtrados provenientes tal
cual de la fermentacion (libres de células). La hidrélisis del polisacdrido fue lenta y no se observé una diferencia
significativa entre una u otra cepa. Al evaluar la hidrélisis del XG comercial se decidio utilizar los mismos
filtrados pero mas concentrados (Fig. IV.17.A), observandose asi que la cepa 520, llevé a cabo la hidrélisis del

polisacarido en un tiempo menor que la cepa 500.

Para saber un poco sobre los productos de degradacion de la hidrdlisis del XG extraido se utilizé la
cromatografia en capa fina (TLC) utilizando las muestras provenientes de los diferentes tiempos de incubacién
(Fig. IV.18), aprecidndose que a pesar de que existe generacion de reductores, se confirma que la degradacién
del XG fue muy lenta y en la cromatoplaca no se observé cambio alguno. Al no liberarse carbohidratos de bajo
peso molecular como pueden ser monosacaridos o disacdridos (Ver esténdares Fig. IV.19), puede ser debido a
que las enzimas que actdan en el XG extraido son endo — xiloglucanasas y los productos de degradacion no
migran en la cromatoplaca por lo que no fue posible observar el cambio en la degradacién del XG extraido.

Por lo resultados anteriores se decidié utilizar los filtrados concentrados en lugar del filtrado original e
incubados durante 24 h de reaccion, los resultados mostraron que los productos de degradacién del XG
extraido fueron oligosacéridos y posiblemente también monosacéridos . Pero no fue posible la identificacion

de éstos, ya que se observé un barrido y no hay acumulacién de un monosacérido en especifico (Fig. IV.19),
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dentro de los estédndares utilizados, uno corresponde a la lactosa, aun cuando no se esperaba la produccién de
éste disacdrido en la degradacién se utilizé para dar una idea de cual es la migracién de este disacérido, el cual
es menor a los otros monosacéridos utilizados, por lo que se puede decir que tal vez los productos de
degradacién correspondan a disacéridos y/o trisacaridos, en relacién de acuerdo a la migracién del barrido que
se observa en la Fig. IV.19.

Lo anterior escrito aplica apara ambas cepas y la tinica diferencia en los resultados entre ellas es que para la
cepa 500 la generacién de azlicares mds pequefios es mayor que para la cepa 520 de tal manera que se observé
un barrido con desplazamiento mayor.

1 2 3 4 5 &6 7 8 910 11 12

Fig. IV.18. Cromatografia en placa fina de productos de hidrélisis enzimatica del XG, provenientes de la degradacién del XG

con los filtrados enziméticos de la cepas 500 y 520, utilizando tinicamente la parte soluble, concentrada. Las muestras de la

1 -6 corresponden a la cepa 500 a diferentes tiempos de incubacién: 0, 0.5, 5, 12, 18, 24 h respectivamente; mientras que

las muestras de la 7 - 12 corresponden a los de la cepa 520 a los mismos tiempos de incubacién
También se evaluaron los productos de hidrélisis del XG extraido con la hemicelulosa comercial y se observo
que no se logré un cambio del polisacérido porque tanto a tiempo 0 y 24 h la muestra se vid igual, aun cuando
si hubo actividad xiloglucanolitica después de las 24 h. Estos resultados por tanto sugieren, que ademas de ser

producidas celulasas en las condiciones de crecimiento de FC fraccién SB al 3% esterilizada en seco y sulfato de
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amonio como fuente de nitrégeno, por las cepas 500 y 520; también fueron producidas enzimas que degradan
especificamente al XG.

.—

BTN

el

7 8 9 1011 12

Fig. IV. 19, Cromatografia de placa fina de productos de hidrélisis del XG via enzimdtica. 1 y 2 corresponden a la
hidrélisis producida por la hemicelulasa comercial a tiempo 0 y 24 h de incubacién, respectivamente; 3 y 4
corresponden a la hidrélisis producida por la el filtrado enzimatico a las 72 h concentrado de la cepa 500 a 0y 24 h de
incubacién respectivamente; 5y 6 corresponden a la hidrdlisis producida por la el filtrado enzimatico a las 72 h
concentrado de la cepa 520 a0y 24 h de incubacion, respectivamente; 7. Glucosa, 8. Xilosa, 9. Galactosa, 10. Ramnosa,
11. Lactosa y 12. Arabinosa.
3) Enzimas que degradan cadenas laterales
Otras de las enzimas evaluadas en los filtrados enzimaticos de las cepas 500 y 520, fueron: j3- glucosidasa, [3-
galactosidasa, a-galactosidasa, p-xilosidasa, ci-xilosidasa y ci-arabinosidasa, para determinar la actividad de
estas enzimas, se ensayd utilizando el azticar correspondiente acoplado a p-nitrofenol.
Algunas de estas enzimas actiian en cadenas laterales de los diversos polisacdridos que forman parte de la
pared celular de las plantas. Tal es el caso de la ci-arabinosidasa que actta en las cadenas laterales del xilano y
pectina; al igual que la B-galactosidasa, pero ademds esta enzima junto con la c-xilosidasa y ci-galactosidasa

actdian en las cadenas laterales del xiloglucano, esta tltima (a-galactosidasa) acta principalmente en la
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degradacién de la cadena principal del galactomanano, que constituye otro de los polisacéridos de la pared

celular de plantas.
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Fig. IV. 20: Actividad de B- glucosidasa, B-galactosidasa, a-galactosidasa, B-xilosidasa y a-arabinosidasa; utilizando como
sustrato  p-nitrofenol-B-D-glucopiranoside  (pnp--f-D-glucopiranosido),  pnp-P-D-galactopiranoside,  pnp-oe-D-
galactopiranosido, pnp-p-D-xilopiranosido y pnp-at-L-arabinofuranosido respectivamente. Utilizando filtrados de las cepas
500y 520 crecidas en SB de tamarindo al 3% esterilizado en seco a pH inicial de 5.0 y fuente de nitrégeno sulfato de amonio.

En la Fig. IV.20 se muestra la actividad de las enzimas evaluadas. Para la c-xilosidasa, no se detecté actividad
alguna. Existen diferencias de opini6n en que si esta enzima es capaz de utilizar este tipo de sustratos para
determinar su actividad, lo cual podria deberse a que el sustrato es muy pequeno (Yoshikawa et al, 1993;
Koyama et al, 1983; Fry, 1989; Grant and Edwards, 1995), esto permite que exista duda en si en verdad, se
produjé esta enzima en el medio de cultivo y poder asi ser detectada a través de la determinacién de su
actividad con un sustrato especifico para esta enzima. Dado que esta enzima libera la D-xilosa unida al B-D-
glucopiranosido por enlace ct-1,6, lo mas apropiado para determinar esta actividad sea la isoprimaverosa (ct-D-
xyl-(1-6)-D-glc) o bien oligosacéridos de xiloglucano.

La actividad enzimatica de cada una de las enzimas ensayadas resulté ser mayor en la cepa 520 con respecto a
los valores de la cepa 500, aun cuando en la mayoria de los casos la cepa 500 en tiempos cortos de

fermentacién, la actividad de cada una de las enzimas fue mayor o similar que los de la cepa 520, a excepcién
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de la a-arabinosidasa. Sin embargo, en los tiempos subsiguientes la cepa 520 superd los valores de actividad
producidos por la cepa 500.

Dentro las diversas enzimas evaluadas las que presentaron mayor actividad fueron: la B-glucosidasa y la o.-
galactosidasa en ambas cepas, observandose asi un comportamiento similar de las actividades en cada cepa.

La actividad alta de la B-glucosidasa, en parte se debe a que el sustrato que se encuentra en mayor proporcion
es el xiloglucano, aunado a la presencia de celulosa en el medio de cultivo lo que permitié que se indujera mas
este tipo de enzima. En el caso de la a-galactosidasa, se ha reportado que la induccién de esta enzima se ha
llevado a cabo en: arabinoxilano, glucosa, salvado de trigo y arroz, lactosa, galactonomanano, goma guar y
galactosa (De Vries, 1999; De Vries and Visser, 2001), dado que en el medio de cultivo varios de estos
componentes puedieron estar presentes lo que permitié que el microorganismo llevara a cabo la sintesis de
esta enzima.

Algunas de estas enzimas acttian sobre el sustrato cuando este tiene un grado de polimerizacién de
aproximadamente de DP = 4 tal es el caso de la B-xilosidasa y la B-glucosidasa, estas dos enzimas forman parte
de la hidrélisis de la cadena principal del xilano y celulosa, XG respectivamente. El hecho de la cepa 500 produjé
valores de actividad muy bajos para la enzima [-xilosidasa, aun cuando hay buena la actividad sobre xilano de
abedul, sugiere que las xilanasas producidas por esta cepa son en su mayoria endoxilanasas y que tal vez para
que exista una concentracién mayor de B-xilosidasa se requiere de més tiempo de fermentacion, en el caso de
la cepa 520 fue 75 veces mayor el valor de actividad con respecto al valor méximo obtenido por la cepa 500 y
fue aproximadamente 4 veces menor al valor méximo obtenido por la B-glucosidasa.

Aun cuando la cepa 520 produjo més actividad de B-xilosidasa, probablemente existe mas sintesis de
endoxilanasas porque la actividad xilanolitica sobre xilano de abedul dio valores altos y por tanto la sinergia de
estos dos tipos de enzimas se refleja en un aumento de esta actividad.

En el caso de la a-arabinosidasa se ha reportado que ha sido producida usando como fuente de carbono
arabinoxilano, remolacha de az(icar, paja de avena, xilano de abedul, L-arabinosa y L-arabitol (De Vries,1999;
De Vries and Visser, 2001). Y en este caso se observé que la actividad, para la cepa 500 es la tercera de mayor a
menor, mientras que para la cepa 520 fue la que menor actividad produjo.

Entre ambas cepas existe una gran diferencia en cuestién de la actividad de cada una de las enzimas evaluadas,
lo cual esta relacionado de alguna manera en la sintesis de las mismas, estas diferencias tal vez se deban a que
cada cepa prefiera alguin tipo de sustrato en particular cuando existe una fuente de carbono tan heterogénea
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como son los residuos de tamarindo, ademds de que la adaptacion a las condiciones de crecimiento presentes
en el medio de cultivo depende de cada cepa, lo que al final repercute en los valores de actividad.

Llevar a cabo la degradacion completa de los polisacéridos de la pared celular de las plantas por ambas cepas,
se requiere tanto de las enzimas la cadena principal, asi como de las que degradan las cadenas laterales.

4) Electroforesis y determinacién de actividad “in situ”.

Al llevar a cabo el perfil de proteinas y asi mismo la actividad “in situ” (utilizando xilano de avena para la
actividad xilanolitica y pectina para la pectinolitica) de las proteinas producidas a las 72 h tanto por la cepa 500
y 520 en las condiciones que se han estado manejando. Se encontré asi que, en principio las proteinas
producidas por una u otra cepa no son las mismas, pero si existen proteinas que coinciden en ambas Fig. IV.21.
El ndmero de enzimas producidas extracelularmente fue mayor por la cepa 520. Esto podria explicar, en cierta
manera, el porque la cepa 520 en las diferentes actividades determinadas en este trabajo fueron mayores en
comparacién con la cepa 500 y también indica que cada una de las cepas puede utilizar de manera diferente los
diferentes heteropolisacdridos presentes en el medio de cultivo para crecer, de tal manera que la induccién de
las enzimas que se requieren para la utilizacién de los polisacéridos presentes sea diferente y por lo que el perfil
enzimatico difirié entre ambas cepas.

Algunas de las enzimas producidas al llevar a cabo la actividad en geles de electroforesis, se identificaron como
xilanasas y pectinasas (Fig. IV.21). En el caso de la actividad xilanolitica “in situ”, la cepa 500 presenté un halo
de hidrélisis correspondiente a una banda de proteina (s) de un peso molecular de aproximadamente 79 KDa,
mientras que para la cepa 520 se observaron dos halos de hidrdlisis, el primero correspondi6 a tres bandas de
peso molecular de 45, 43 y 39 KDa aproximadamente y la sequnda correspondié a dos bandas 32.7 y 31.9 KDa
aproximadamente. En el caso de la actividad pectinolitica “in situ”, la cepa 500 presenté un halo de hidrolisis
correspondiente a una proteina de aproximadamente 49 KDa, sin embargo no se logré observar ningtin halo
de hidrélisis producido por las enzimas de la cepa 520; lo cual no es extrafio ya que la actividad pectinolitica
determinada cuantitativamente es menor en un 43% que la producida por la cepa 500, pudiendo ser una razon
por la que no se logré apreciar esta actividad en el gel de electroforesis.

Diversos trabajos han reportado la produccion de endoxilanasas y B-xilosidasas, las primeras en su mayoria son
proteinas de bajo peso molecular fluctuando desde 10 - 52 KDa y en el caso particular de A. niger los valores
flucttian desde 13 — 33 KDa y A. flavipes 45 KDa; en el caso de las sequndas enzimas mencionadas los valores

son mayores a los de las endoxilanasas ya que los valores reportados van desde 60 hasta 122 KDa (De Vries and
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Visser, 2001). En el presente trabajo no se pudo determinar el tipo de enzimas que produjeron los halos de
hidrélisis, pero si se sabe que hubo produccién de B-xilosidasas y sequramente también endoxilanasas.
Tomando en cuenta los valores de peso molecular reportados, se podria decir los halos de hidrélisis que se

observan en la cepa 520 de la actividad xilanolitica “in situ” pueden ser endoxilanasas.
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Fig. IV. 21. A) 5D5-Page de proteinas producidas por las cepas 500 y 520 crecidas en SB de tamarindo al 3%
esterilizado en seco a pH inicial de 5.0 y fuente de nitrégeno sulfato de amonio. B) Zimograma que muestra halos de
hidrélisis producidos por las bandas proteicas que presentan actividad xilanolitica. C) Zimograma que muestra los
halos oroducidos oor las bandas oroteicas aue presentan actividad pectinolitica.

Los valores de peso molecular de las endo- y exo-poligalacturonasas reportados fluctiian de 35 — 80 KDa y 40 -
66 KDa respectivamente (De Vries and Visser, 2001). De igual manera no fue posible determinar a cual tipo de
enzimas se trata o si son ambas las que fueron producidas en esta fuente da carbono (fraccién SB al 3%).

El resto de las enzimas que no presentan ninguna de las dos actividades “in situ” evaluadas, pueden ser
aquellas que participen en la hidrdlisis de sustratos como la celulosa, el xiloglucano de la cadena principal, asi
como aquellas que rompen los enlaces de las cadenas laterales de los diversos polisacaridos presentes en la

fuente de carbono.
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\/. CONCLUSIONES

1. Las 5 cepas utilizadas fueron capaces de utilizar los residuos de tamarindo como Unica fuente de
carbono para crecer, ya sea utilizando la fraccion semilla + bagazo, asi como solamente la fraccion
semilla, de tal manera que fue posible la produccién de enzimas que degradan los polisacaridos
presentes en los residuos como son: xilanasas y pectinasas, a los dos diferentes pH’s iniciales utilizados
(5.0y3.5).

2. Las cepas 60, 180 y 440 presentaron represion catabédlica debida a la presencia de carbohidratos de
bajo peso molecular a una concentracién de 2.5-3.0 mg/mL al inicio de la fermentacion al utilizar la
fraccién semilla + bagazo como fuente de carbono y siendo mas sensible a este fendmeno las xilanasas
que las pectinasas. En el caso de las cepas 500 y 520, la represion catabdlica se presenté a una

concentracion de 3.5 - 4.0 mg/mL.

3. Laactividad xilanolitica y pectinolitica fue mayor al utilizar la fraccién semilla + bagazo como fuente de

carbono.

4. El pH inicial que favorecié mas la actividad xilanolitica fue a 5.0 y en la actividad pectinolitica fue

indistinto el pH de inicio de la fermentacion.

5. La cepa 520 fue la cepa que mejores valores de actividad xilanolitica produjo y también fue la que se
vié menos afectada por los cambios de pH y fuente de carbono. Sin embargo también fue la que tuvo
los valores més bajos de actividad pectinolitica en todas las condiciones utilizadas de pH y fuente de

carbono.

6. El comportamiento de las cepas blancas en las diferentes condiciones fue muy similar entre si, pero la

cepa 500 fue la tuvo mayor actividad xilanolitica y valores muy similares en la actividad pectinolitica.

7. Laforma més adecuada de esterilizar la fuente de carbono fue en seco, ya que en esta condicién se

obtienen actividades xilanoliticas y pectinolitica mejores tanto para la cepa 500 y 520.
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Conclusiones

Al utilizar sulfato de amonio como fuente de nitrégeno se vi6 favorecida la actividad xilanolitica, tanto
en la cepa 500 y 520, mientras que la actividad pectinolitica fue mayor cuando se utilizé nitrato de

sodio como fuente de nitrégeno en ambas cepas.

Las concentraciones de la fuente de carbono diferentes (1%, 2% y 3%) utilizadas no ocasionan un
cambio radical en la actividad xilanolitica y pectinolitica. Sin embargo el utilizar los residuos de
tamarindo al 3% tiene beneficios adicionales como son: el usar mas cantidad de éstos para ayudar a
disminuir la contaminacion ambiental generada por los mismos, ademas los sélidos residuales de la
fermentacion pueden ser utilizados como alimento para ganado, con la ventaja de que este alimento

se encontrarian parcialmente degradado y enriquecido con proteina.

Ademés de xilanasas y pectinasas la cepa 500 y la 520 produjeron otras enzimas: celulasas,
xiloglucanasas, 3- glucosidasa, B-galactosidasa, a-galactosidasa, 3-xilosidasa y o-arabinosidasa. Pero

los valores de actividad de cada una fueron mayores en la cepa 520.

El perfil de las enzimas producidas por la cepa 500 y 520 producidas a 3% de semilla + bagazo como
fuente de carbono esterilizado en seco, sulfato de amonio como fuente de nitrégeno y a pH de 5.0, es
diferente entre si, siendo la cepa 520 la que produjo mayor numero enzimas. Algunas de las enzimas
secretadas por ambas cepas se identificaron como xilanasas y pectinasas; en la cepa 520 se
identificaron 5 enzimas con actividad xilanolitica, cuyos pesos moleculares son de aproximadamente
45,43,39,32.7y31.9KDay en la cepa 500 se identificé solo una enzima con esta actividad con un peso
molecular aproximado de 79 KDa, pero adicionalmente se identificé otra enzima con actividad

pectinolitica con peso molecular aproximado de 49 KDa.

Algunas de las enzimas producidas por las cepas 500 y 520 ya tiene aplicacion en la industria de los
alimentos, ya sea como filtrados crudos o parcialmente purificados (elaboracién de pan de harina de
baja calidad, clarificacién de jugos, extraccion de aceites, etc), o bien la utilizacién de alguna enzima en
especifico (por ejemplo: B-galactosidasa mejora la gelificacion de los galactomananos, produccién de
leche deslactosada), por lo que seria posible utilizar el filtrado enzimético en alguna de estas

aplicaciones, e incluso seriaposible ampliar los usos de éstas.
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Conclusiones

La utilizacién del xiloglucano es limitado y este podria ampliarse a través de la modificacion
enzimédtica, para esto serfa necesario la caracterizacion y purificacion de enzimas que degraden el
xiloglucano, en condiciones de optimas de produccién e incluso a través de la sobre expresion de las

enzimas después de la modificacion genética de las cepas.
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