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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Para acceder a una gran variedad de sustratos o penetrar en los tejidos del
huésped, los hongos producen numerosas proteinas extracelulares. La principal
funcion de muchas de estas proteinas esta relacionada con la degradacion de
polimeros para la captura de nutrientes asimilables. La regulacion de secrecion de
estas enzimas hidroliticas es compleja y dependiente del sustrato especifico en el

que crece el hongo.

La gran capacidad para secretar un amplio espectro de enzimas extracelulares
gue tienen los hongos, ha sido ampliamente explotada por la Biotecnologia para la
produccion de enzimas de uso industrial y comercial, principalmente amilasas,

celulasas, pectinasas y proteasas.

Aspergillus flavus pasa la mayor parte de su vida como saprofito en el suelo,
donde desempeiia un papel importante en el reciclado de carbono y nutrientes de
desechos vegetales y animales (Scheidegger y Payne, 2003). Sin embargo,
también posee caracteristicas de un patégeno oportunista con un amplio rango de

hospederos no especificos (plantas, animales e insectos).

A. flavus es un hongo fitopatbgeno que debe degradar a los polisacaridos
presentes en la pared de células vegetales para poder crecer adecuadamente. La
eficacia con la que se lleva a cabo dicha degradacion, depende de la produccién
de pectinasas, xilanasas, celulasas y enzimas accesorias. En algunos casos,
estas enzimas han sido consideradas como factores de virulencia, tal es el caso

de las enzimas pectinoliticas (Sangeeta et al., 2008).

Aspergillus flavus se encuentra ampliamente distribuido en zonas tropicales y

subtropicales de todo el mundo, y ha adquirido gran importancia a nivel agricola ya



que infecta cultivos susceptibles y los contamina con potentes aflatoxinas,
reduciendo en gran medida el valor de dichos cultivos. Los principales cultivos que
se ven afectados son: algoddn, cacahuate, nuez, maiz, arroz, pimientos, especias

e higos.

La protedbmica de hongos filamentosos se encuentra todavia en una etapa
relativamente temprana de desarrollo, en particular en cuanto a proteinas

secretadas, debido en parte a la falta de datos de la secuencia del genoma.

Sin embargo, recientemente se han publicado las secuencias de los genomas
de varios hongos incluido A. flavus (NRRL 3357, Geiser Grupo 1C), los cuales se
encuentra en progreso (Payne et al., 2006), y proporcionaran una rica fuente de
datos comparativos. Esta informacién sera critica y trascendental para la
formulacion de estrategias exitosas para controlar la contaminacion por aflatoxinas
en los cultivos de importancia econdmica que se han visto afectados hasta ahora.
Ya que dicho genoma pondrd de manifiesto los genes potencialmente
involucrados en la formacion de aflatoxinas y otros metabolitos secundarios, asi
como en la produccion de enzimas capaces de degradar a los complejos
polimeros de carbohidratos.

En el trabajo actual se utilizé la cepa de Aspergillus flavus CECT-2687, la cual
se crecid6 en medios de cultivo liquidos y sélidos con diferentes fuentes de
carbono: sencillas, polisacaridos y sustratos complejos (cascara de limon, salvado
de trigo y olote de maiz), con la finalidad de determinar y comparar las enzimas
gue se producen y evaluar la utilizaciébn de los diferentes tipos de fuentes de

carbono y de los sistemas enzimaticos involucrados en su degradacion.



CAPITULO Il

OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Andlisis del crecimiento y produccidén enzimatica de una cepa de Aspergillus flavus
CECT-2687 en medios de cultivo liquidos y sélidos utilizando diferentes fuentes de

carbono.

2.2 Objetivos particulares

& Evaluacion del crecimiento de A. flavus CECT-2687 en medios de cultivo

liguidos y sélidos con sustratos simples y complejos.

@ Determinacion de la actividad enzimatica de pectinasas y xilanasas

extracelulares producida por dicha cepa.

@ Analisis de los perfiles electroforéticos de los filtrados obtenidos en los medios

de cultivo sélidos utilizados en dicho estudio.

2.3 Justificacion

La importancia de analizar los sistemas enzimaticos producidos por Aspergillus
flavus CECT-2687, radica en la ventaja que representan para el hongo dichas
enzimas, las cuales son responsables de la degradacion de los polisacéaridos de la
pared celular de plantas. La eficacia con la cual se lleva a cabo dicha degradacion
estd directamente relacionada con la posibilidad de que el hongo colonice las
células vegetales y se desarrolle exitosamente en ellas. Esto tiene una
repercusion econdmica importante, ya que éste produce aflatoxinas altamente

carcinogeénicas, las cuales representan un serio problema de salud publica, por lo
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que los cultivos infectados con éste hongo constituyen una gran pérdida
econOmica, especialmente, en cultivos de maiz, cacahuate y algodon. El
conocimiento del tipo de enzimas que produce el hongo durante la colonizacion de
diversos tejidos vegetales, proporcionara informacién util para la formulacién de
estrategias que permitan controlar la contaminacion de los cultivos por parte de

Aspergillus flavus.
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CAPITULO Il

3. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades de la nutricion de los hongos

Los requerimientos nutricionales de un microorganismo estan determinados por
la composicion quimica de la célula, por su constitucion genética y por factores del
medio ambiente natural donde vive, estos factores determinan el tipo de nutrientes
necesarios para su desarrollo. En principio, cualquier sustrato puede constituir una
fuente de nutrientes para ciertos microorganismos. Sin embargo, cada uno varia
ampliamente en sus caracteristicas genéticas y por consiguientes también en sus
propiedades fisiolégicas y en su capacidad para utilizar y transformar a los

diferentes compuestos quimicos (Olivares y Alarcon, 2004).

Faltos de clorofila, los hongos son incapaces de asimilar el dioxido de Carbono
por via fotosintética; todos son igualmente incapaces de hacerlo por via
quimiosintética. En consecuencia, todos son heterétrofos para el carbono, lo que
les impone la necesidad de explotar los medios organicos y, en consecuencia, les
hace jugar, en la naturaleza, un papel muy importante (H. Des Abbayes et al.,
1989).

Obligados por sus diversas heterotrofias a vivir en medios organicos, los
hongos pueden ser saproéfitos o parasitos. Los saproéfitos aprovechan sustancias
organicas muertas, en las que provocan la descomposicidn; restos vegetales
(hojas vy frutos caidos, madera muerta, hierba seca, viejas cortezas, etc.); restos
animales (cadaveres, excrementos, pelos, plumas, pezufias, etc.); y humus del
suelo (en los bosques, los prados y los campos), entre otros. Los parasitos en
cambio utilizan sustancias organicas de seres vivos, a los que enferman e incluso

matan. Los hongos parasitos son los causantes de las micosis de los animales y

12



de las enfermedades criptogadmicas de las plantas, tan perjudiciales a la

agricultura (Lastra. 2001).

Para su nutricion, los hongos poseen la capacidad de utilizar una gran
variedad de materiales organicos tanto sencillos como complejos. Los
carbohidratos simples, como la glucosa, son fuentes de carbono apropiadas para
la mayoria de los hongos, asi como la sacarosa y maltosa. Otros compuestos de
carbono mas complejos, como el almiddn, pectina y celulosa pueden ser utilizados
por muchos de ellos (Garcia, 2004). Algunos hongos pueden utilizar inclusive la
lignina o la queratina. Algunos hongos tienen la capacidad de crecer en sustratos
mucho mas complejos (olote de maiz, salvado de trigo, cascara de limon, etc.), los
cuales principalmente contienen una mezcla de diferentes polisacaridos formando

multiples fibras entre si.

Dichos compuestos para poder ser utilizados por el hongo deben atravesar la
membrana celular. En el caso de polisacaridos y sustratos mas complejos, para
gue esto pueda ocurrir, deberan primero ser degradados a moléculas simples, lo
cual realizan los hongos mediante la produccion enzimas digestivas (exoenzimas)
a través de sus paredes celulares. Las enzimas desintegran externamente a la
materia organica compleja sobre la que viven (polisacaridos, proteinas y grasas).
Después absorben por ésmosis los compuestos organicos simplificados o
digeridos, por lo que la nutricibn extracelular de los hongos se denomina
heter6trofa osmotréfica (Garcia, 2005).

3.2 Generalidades de Aspergillus flavus

En la naturaleza, A. flavus es uno de los hongos mas abundantes y
ampliamente distribuido en cualquier lugar de la tierra. Es capaz de sobrevivir en
muchas fuentes organicas de nutrientes, como plantas, hojas de los arboles,
forraje, algodoén, insectos muertos, cadaveres de animales, granos almacenados e

incluso en la alimentacion humana y animal (Klich, 1998). Su temperatura 6ptima
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de crecimiento se encuentra en un rango de 28 - 37 °C y puede crecer en un

amplio rango de 12 a 48 ° C.

A. flavus pasa la mayor parte de su vida como saprofito en el suelo, donde
desempefia un papel importante como reciclador de nutrientes, a partir de los
desechos vegetales y animales (Scheidegger y Payne, 2003). La capacidad de A.
flavus de sobrevivir en condiciones adversas le permite facilmente competir con

otros organismos del suelo (Bhatnagar et al., 2000).

Aspergillus flavus es la principal especie que infecta insectos (Campbell, 1994),
y es capaz de causar enfermedades en cultivos de importancia econémica, como
el maiz y cacahuate, produciendo ademas potentes micotoxinas. Los insectos
estan asociados a la presencia de aflatoxinas en granos debido a que pueden
actuar como vectores, favoreciendo la diseminacion de los conidios de A. flavus de
un cultivo a otro. La aplicacion de insecticidas limita el dafio por insectos, pero no

suele eliminarlos ni evita la infeccién fangica de los granos (Widstrom 1992).

Fotografia 1 — Contaminaciéon masiva de caahuates con Aspergillus flavus
(Copyright © The State of Queensland, 1995-2010)

La epidemiologia de Aspergillus flavus difiere dependiendo de la especie
hospedadora. La figura 1 muestra el ciclo de vida del hongo en el maiz. El hongo
inverna como micelio o bien como estructuras resistentes conocidas como
esclerocios. Los esclerocios germinan ya sea para producir hifas adicionales o
producir conidias (esporas asexuales), que pueden estar dispersas en el suelo y el

aire. Estas esporas son llevadas a las mazorcas de maiz por los insectos o el
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viento donde germinan e infectan el grano de maiz. A diferencia de la mayoria de

los hongos, A. flavus se ve favorecida por condiciones calidas y secas.

Temperature
Moisture

Integrated Fungal Research. All rights reserved, 2005).

La asociacién entre los hongos del grupo A. flavus y la planta de maiz en el
campo no termina con la cosecha pues se encontraron aflatoxinas en los rastrojos,
ademas de esclerocios y en el grano durante el almacenamiento (Widstrom 1992).
Jalisco destaca por ser la segunda entidad productora de maiz con un volumen de
poco mas de 3 millones toneladas de maiz para grano en 2006 y de 803 toneladas

de cacahuate, lo que indica que existe una gran probabilidad de contaminacion.

Los niveles de tolerancia de aflatoxinas son muy estrictos (en USA el nivel es
de 20 ppb en cereales y en Europa 10 ppb) debido a que niveles minimos podrian
significar afectaciones en la salud de los consumidores debido a la alta naturaleza
carcinogénica y a la afectacion de la percepcion publica de los alimentos sanos si
éstos vienen contaminados con algun tipo de toxinas. En México, segun la NOM-
188-SSA1-2002 se establece que el limite maximo de tolerancia es de 20 ppb de
aflatoxinas totales en el grano de maiz para consumo humano (Bucio-Villalobos et
al., 2001).
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El maiz se contamina tanto en campo como en almacén y los factores
determinantes para la sintesis de aflatoxina B1 en ambas circunstancias son:
temperatura 28°C, humedad relativa de 85%, contenido de humedad del grano
(18%) y presencia de insectos, como los gusanos barrenadores del maiz que son
portadores de las esporas de los hongos. La contaminacién del maiz con
aflatoxinas es muy importante para México debido a que: 1) es el pais donde el
maiz es utilizado principalmente para consumo humano, como tortilla: i.e. 325 g de
tortilla /dia/ per capita y 2) México importa alrededor de 6 millones de toneladas de
maiz al afio. Es muy importante mencionar que la técnica mas antigua (5,000
afos) utilizada en México para transformar el maiz en tortilla es la nixtamalizacion.
Se ha demostrado, por diferentes autores (Guzman-de-Pefia, et al., 1995) que la
nixtamalizacion destruye del 95 al 100% de las aflatoxinas en maiz naturalmente

contaminado por estas sustancias.

- » ¥
Fotografia 2 — Contaminacion de maiz con Aspergillus flavus
(Center for Integrated Fungal Research. All rights reserved, 2005).

Ademas de ser un saprofito comdn, A. flavus es también un patégeno
oportunista y se ha aislado de insectos, aves, mamiferos y plantas. Sin embargo,
por lo general no es muy virulenta en los tejidos con una vida saludable. EI hongo
a menudo obtiene acceso a las semillas a través de aberturas secundarias tales
como heridas (maiz) o agujeros de la salida de larvas de insectos (Cotty et al.,
1994).

Ademas, A. flavus se ha asociado con infecciones respiratorias secundarias en

personas inmunodeprimidas y es considerado el segundo agente causante de
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aspergilosis invasiva (Hedayati et al., 2007) y es la causa mas comun de
infecciones superficiales. La patogenicidad de cepas invasoras de A. flavus
aumenta en climas secos y calidos. En términos de indculo necesario, A. flavus es
100 veces mas virulentas (Sistema modelo animal) que A. fumigatus (Hedayati et
al., 2007).

El conocimiento de la gendmica de Aspergillus flavus puede conducir a mejoras
en la salud humana, seguridad alimentaria y economia agricola (Jiujiang Yu et al.,
2005). La secuenciacion del genoma de A. flavus dio como resultado un tamafio
de 36.3 Mb organizado en 8 cromosomas. Se estima que contiene unos 13 071
genes con una longitud promedio de 1 384 pb (Yu et al., 2005). Ademas se reveld
que A. flavus es genéticamente casi idéntico a A. oryzae, lo cual resultd ser algo
sorprendente, ya que mientras el primero es un hongo saprofito y fitopatogeno, el
cual, hasta la fecha, no ha podido ser controlado, el segundo esta perfectamente
domesticado (Payne et al., 2006).

3.3 Composicion de la pared celular de las plantas

La pared celular de las plantas estd constituida principalmente por
polisacéaridos y proteinas. Los polisacaridos constituyen el 90% de la pared celular
y se dividen en tres tipos de acuerdo a su composicion (McNeill et al., 1984), los

cuales son la celulosa, la hemicelulosa y la pectina.

La celulosa es el principal de estos tres polisacaridos y su principal funcion es
la de asegurar la rigidez de la pared celular. La hemicelulosa es la segunda
estructura organica mas abundante en la pared, y la funcion estructural de los
polisacaridos que la forman, es interconectar la fibrillas de celulosa con las
cadenas de polisacarido de la pectina (de Vries & Visser, 2001). La pectina es el
compuesto mas abundante en la matriz de la lamina media de la pared primaria de
las plantas y esta casi ausente en la pared secundaria. Su funcion es la de regular

la porosidad de la pared celular y la adhesion entre las células (Willats et al, 2001).
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Figura 2 — Pared celular de las plantas
(Consortium of Glycobiology. 2009)

3.4 Caracteristicas estructurales de los polisacéridos de la pared celular

La celulosa consiste en un polimero lineal de residuos de D-glucosa unidos
mediante enlace B-1,4. Los polimeros de celulosa se presentan como estructuras
ordenadas (fibras) y por ello su funcién en la pared celular de plantas asegurar la

rigidez de la misma.
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Figura 3 — Representacion gréafica del polimero de celulosa
(Copyright © 2009 by General Biomass Company. All Rights Reserved)

La hemicelulosa es un polisacarido muy heterogéneo y es la segunda
estructura organica mas abundante en la pared celular. El xilano encontrado en
cereales y maderas duras es el principal polimero que conforma a la hemicelulosa,
consiste en un esqueleto de residuos de D-xilosa unidas mediante enlaces a-1,4

que puede ser sustituido por diferentes grupos secundarios como L-arabinosa, D-
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galactosa, acetilo, feruloil, p-coumaroil, y residuos de acido glucurénico (Wilkie &
Woo, 1977). El (galacto)glucomanano es la segunda estructura de la hemicelulosa
y se encuentra comunmente en maderas duras y blandas (Timell, 1967), consta de
un esqueleto de residuos de D-manosas y D-glucosas unidas mediante enlace B-
1,4 con residuos adyacentes de D-galactosa. El xiloglucano es otro tipo de
hemicelulosa que esta presente en la pared celular de las dicotiledéneas (por
ejemplo, la zanahoria) y algunas monocotiledéneas (por ejemplo, la cebolla) y
consiste en un esqueleto de residuos de D-glucosa unidas por enlaces B-1,4
sustituido por residuos D-xilosa, L-arabinosa y D-galactosa, los residuos de xilosa

pueden estar unidos a su vez con residuos de L-fucosa.

(O Galactosa
pa| A Fucosa

Y Xilosa

@ Glucosa

XILOGLUCANO

Figura 4 — Representacion esquematica de un segmento de la cadena de xiloglucano
(Consortium of Glycobiology. 2009)

La pectina es otro grupo de heteropolisacaridos y consiste en un esqueleto de
residuos de acido D-galacturonico unidos mediante enlaces a-1,4. En la estructura
de la pectina se han identificado dos regiones diferentes. La region lisa esta
formada por una cadena principal de residuos de acido D-galacturénico unidos en
posicion a-1,4 y estos pueden estar sustituidos por grupos de acetilo o metilo. La
region ramificada coloquialmente llamada “peluda”, esta formada principalmente
por el ramnogalacturonano |. Este esta constituido de una cadena principal de
acido D-galacturénico y la cadena esta interrumpida por residuos de L-ramnosa en
posicion a-1,2 y los residuos de L-ramnosa estan sustituidos por cadenas laterales
de arabinanos y galactanos en posicion o-4. Otra parte de la region ramificada
estd conformada por el ramnogalacturonano Il (RG-Il), un polisacarido de
aproximadamente 30 unidades con una cadena principal de residuos de acido D-
galacturonico unidos en posicion a-1,4. Esta cadena principal esta sustituida con

cadenas laterales de hasta 11 azlcares diferentes poco comunes como son la
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apiosa, el acido acerinico, el acido 2-ceto-3-desoxi-D-mano-octulosonico y el 2-o-
metil-L-fucosa. Esta region de la pectina estda muy conservada tanto en su

composicién como en su estructura (de Vries & Visser, 2001).
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Figura 5 — Representacion grafica de la cadena de pectina
(Consortium of Glycobiology. 2009)

3.5 Composicion de los sustratos complejos

Se denominan sustratos complejos a residuos organicos que no han sufrido
modificaciones o alteraciones en su estructura. Tanto los hongos saprofitos como
patégenos utilizan como nutrientes compuestos en su estado natural. El uso de
sustratos complejos en su forma nativa permite realizar una evaluacion mas
precisa, de la capacidad y potencial que tienen los hongos para degradar diversos
tipos sustratos, y al mismo tiempo, tener un mejor conocimiento de las enzimas
que éste requiere para llevar a cabo dicha degradacion. Los sustratos complejos
gue se emplearon en éste estudio son: olote de maiz, salvado de trigo y cascara
de limén.
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3.3.1 Olote de maiz

El olote (del nahuatl: olotl “bizcocho del elote”), chdcolo o zuro es el residuo
producido luego de desgranar la mazorca de maiz, es decir, su tronco. Un grupo
de estudios (Clark & Lathrop, 1953; Foley, 1978) encontré que el olote de maiz
contiene 32.3 - 45.6% de celulosa y 39,8% de hemicelulosa, compuesta en su
mayoria por pentosanos y lignina en un 6.7 - 13.9 %. Otra composicion porcentual
promedio de los componentes del olote de maiz mas detallada es 34.4 % de
celulosa, 31.1 % de xilano, 3.01 % de arabanano, 3.07 % de grupos acetilo, 17.7
% de lignina, 1.3 % de cenizas y 9.52 % otros (Garrote et al., 2002).

El olote de maiz es un desecho del maiz que contiene gran cantidad de
azucares que pueden ser utilizados para producir diversos compuestos como
bioetanol y biocombustibles (Cao et al., 1996; Adesanya & Raheem, 2009). La
bioconversion de la lignocelulosa en biocombustible, a partir de olote de maiz, una
materia prima no comestible y muy econémica, para la renovacion de energia es
imprescindible. Los beneficios de usar olote de maiz como materia prima incluyen
un flujo de emisiones potencialmente mas limpias y la reduccion de las emisiones
no deseadas de residuos y cenizas (Gani & Naruse, 2007). Los olotes del maiz
secos no contienen almidon y no tienen mayor valor alimenticio, pero contienen
celulosa y son, por lo tanto, una fuente potencial para la produccion de bioetanol
(Elander & Russo, 1993).

3.3.2 Salvado de trigo

El salvado de trigo es uno de los principales subproductos que se obtiene
durante la molienda del grano de trigo (13 — 17 %), y corresponde a las capas
externas del grano, mas concretamente al pericarpio con sus tres subcapas:
epicarpio, mesocarpio y endocarpio, las cuales tienen como funcion dar proteccién

a los granos.
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Con el fin de proteger al endospermo, el salvado se compone principalmente
de fibra insoluble 44 - 53%. La composicion quimica de la fibra del salvado de trigo
es compleja, se sabe que contiene esencialmente celulosa, lignina, pentosanos y
polimeros a base de xilosa y arabinosa, los cuales estan fuertemente unidos a las
proteinas. Las proteinas representan aproximadamente un 16 % del total de la
materia seca del salvado, mientras que los hidratos de carbono un 16 — 18 % vy la
grasa tan solo un 4.0 - 4.5 %. El salvado de trigo es rico en vitaminas del complejo

B y su contenido mineral es bastante alto 7.2% (Cornell, 2003).

El sustrato por excelencia para la fermentacion solida es el salvado de trigo por
su alto contenido de nutrientes, asi como su estructura fisica, que presenta una

area importante para el desarrollo del hongo (Lopez et al., 2004).

El uso méas importante del salvado de trigo se da en la alimentacién como la
principal fuente natural de fibra y también como ingrediente de las formulaciones
utilizadas en la alimentacion animal. En cosmética, se utiliza para el cuidado del
cutis, como ingrediente de cremas y mascarillas exfoliantes. Y en biotecnologia
como sustrato de fermentaciones que se llevan a cabo para producir una variedad

de distintos compuestos, como enzimas.

Se piensa que los componentes de la fibra insoluble del salvado de trigo como
la celulosa y la lignina, asi como su estructura celular son factores clave que
favorecen la fermentacion lenta y la capacidad de retencion de agua y juegan un
papel fundamental en el efecto protector del cancer de colén. Los componentes no
fibrosos del salvado de trigo, incluyendo compuestos fendlicos y el acido fitico, los

cuales también podrian contribuir a su efecto anticancerigeno (Silla, 2004).

3.3.3 Céscara de limoén

Se conoce como cascara de limén a la corteza que rodea dicha baya citrica, la

cual es muy suave al tacto y otorga al limén su color y aroma tan caracteristico.
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Dicha corteza estad formada en el exterior por un epicarpio, delgado y de color
verde oscuro brillante que estd salpicado de numerosas bolsas secretoras de
esencia y en el interior por un mesocarpio, compuesto por una capa externa y una
capa interna blanca y mas delgada. La cascara deshidratada representa

aproximadamente un 14% de rendimiento obtenido en la industria de la citricultura.

La cascara de limon constituye la materia prima para la fabricacion de acido
citrico, pectinas y aceites esenciales. Los aceites esenciales se obtienen de la
parte externa de la cascara fresca de las frutas citricas, mientras que la pectina se

obtiene a partir de la cascara de limén deshidratada.

El aceite esencial de limon consiste principalmente de terpenos, en especial
limoneno, B-pineno, limoneno, y-terpineno, felandreno y camfeno, y de aldehidos
tales como el linalol, acetato de linalilo, acetato de geranilo, citral y citronelal. Se
usa principalmente como aromatizante y saborizante en la industria de bebidas,

cosméticos y perfumeria.

En México, como en muchos otros paises, la cascara de limén deshidratada es
el insumo para la produccion de pectina, la cual se usa en la industria de dulces y
farmacéutica, ademas de gelificar liquidos azucarados. De cada tonelada de fruta
fresca se obtienen 300 kg de cascara fresca, la cual, al ser deshidratada, se

reduce a 50 kg aproximadamente (Dussel, 2002).

Los componentes principales de la fraccion soluble en alcohol de la cascara de
limén son mono- y disacaridos, aceites esenciales y ceras, mientras que la
fraccién insoluble en alcohol contiene principalmente a los componentes de la
pared celular tales como celulosa, lignina, pectina y hemicelulosa (Sinclair &
Crandall, 1949). La composicion quimica proximal de la cascara de limon es 81.6
% de humedad, 1.5% de proteina, 0.3 % de grasas, 16.0% de hidratos de

carbono, incluyendo fibra, 0.6% de cenizas (calcio, fésforo, hierro, sodio y potasio)
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y en porciones mucho mas bajas contiene vitamina A, tiamina, riboflavina y niacina
(Morton, 1987).

3.6 Enzimas responsables de degradar la pared de células vegetales

La degradacion de la pared celular vegetal es llevada a cabo por una gran
variedad de enzimas, cuya accion genera una amplia gama de productos
intermedios, oligosacaridos y unidades monoméricas, que sirven de nutrientes
para el hongo o intervienen en la regulacion de algun proceso fisiologico en
particular. La sintesis de enzimas en general estd regulada por mecanismos de
induccion/represion que actdan a nivel de la transcripcidn y traduccion (Contreras,
2003).

La induccion puede definirse como el aumento especifico en la concentracion
de una enzima como respuesta a la presencia de una sustancia quimica
determinada, denominada inductor. Los inductores suelen ser los productos de

degradacion del polimero (generalmente. monémeros o dimeros).

En general el proceso de represion ocurre en presencia de altas
concentraciones de glucosa u otros azucares simples rapidamente metabolizables,
gue promueven una alta velocidad de crecimiento de los hongos. La presencia de
fuentes de carbono facilmente asimilables reprime la sintesis de muchas enzimas

inducibles como las pectinasas y xilanasas.

La degradacién del esqueleto de pectina puede ser hidrolizado por las pectin-
liasas (EC 4.2.2.10), las pectato-liasas (EC 4.2.2.2), y las poligalacturonasas (EC
3.2.1.15y 3.2.1.67). Estas enzimas que degradan a la cadena principal de pectina
pueden dividirse en hidrolasas y liasas, de acuerdo con el tipo de mecanismo por
el cual hidrolizan al polisacarido. Las pectinasas se dividen en dos grupos:
esterasas, las cuales saponifican el sustrato, es decir, catalizan la des-

esterificacion de la pectina para remover los metoxi ésteres; y despolimerasas,
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que catalizan el rompimiento de los enlaces o-1,4 glucosidicos del acido D-

galacturoénico de la pectina (Jayani et al., 2005).
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Figura 6 — Representacién grafica de la cadena de pectina, sefialando los
sitios en que actlan las enzimas que llevan a cabo su degradacion
(Copyright © 2009 Adisseo. All rights)

Las enzimas pectinoliticas se han clasificado con base en la forma o frecuencia
con la que estas enzimas rompen la molécula de la pectina (frecuencia de corte) y
pueden ser de tipo “exo” 6 "endo”. Las enzimas de tipo “exo” rompen el enlace
glicosidico en el extremo reductor de la molécula de la pectina formando
monomeros, dimeros y trimeros como productos finales. Las de tipo “endo” tienen
su sitio de corte en extremos no reductores de la molécula y generan oligdbmeros
de entre 5 y 7 unidades, lo que ocasiona la disminucién de la viscosidad de una
solucién de pectina (Stutzenberger, 1992 y Bennett, 1998). Otra clasificacion se
dio debido al mecanismo por el cual despolimerizan a la pectina, en hidrolasas y
liasas. EI mecanismo de accion de las hidrolasas es mediante la adicion de una
molécula de agua para poder romper el enlace glucosidico. Las liasas rompen el
enlace glicosidico por un mecanismo de accién conocido como trans-eliminacioén o
B-eliminacion dando lugar a la formacion de una doble ligadura entre los carbonos

4y 5 de la molécula de acido galacturénico (Lineweaver & Jasen, 1951).

En la biodegradaciéon de la celulosa participan cuatro clases de enzimas. Las

endoglucanasas (EC 3.2.1.4) hidrolizan la celulosa a glucooligosacaridos. Las
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celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) liberan celobiosa de la celulosa cristalina. Las B-
glucosidasas (EC 3.2.1.21) degradan los oligosacaridos hasta glucosa. Y por
altimo las exoglucanasas son capaces de liberar glucosa a partir de celulosa y

glucooligosacéridos.

polisacaridos pequefios

*— enlaces B-1,3 ..-H'.'

Endo-1,3(4)-f-glucanasa .,'-'-.-'-.;.-.

—_— Lot )
enlaces p-1.4 lcEmbinhiamlasa
oo
[-glucosidasa

enlaces B-1,4 —» [+

p-glucano

o ¥

enlaces g-1,3
Endo-1,4-f-glucanasa

Celulosa Glucosa

Figura 7 — Representacion grafica de la hidrélisis de celulosa por la accién de diversas enzimas
(Copyright © 2009 Adisseo. All rights)

La biodegradacion del esqueleto de xilano depende de dos clases de enzimas.
Las endoxilanasas (EC 3.2.1.8) capaces de liberar oligosacéaridos mas pequefios a
partir del xilano, los cuales a su vez son degradados a xilosa por las B-xilosidasas
(EC 3.2.1.37).

La degradacion del esqueleto de galacto(gluco)manano depende de la accidon
de las p—endomananasas (EC 3.2.1.78) y las B-manosidasas (EC 3.2.1.25). Las
B—endomananasas, por lo general se denominan B-mananasas e hidrolizan el
esqueleto de galacto(gluco)manano liberando manooligosacéaridos. La capacidad
de degradacion de las p—mananasas depende de varios factores, tales como el
namero v la distribucién de los sustituyentes, y la proporcién de glucosa a manosa
(McCleary, 1991). La p-mananasa es mas activa en los galactomananos con
menor grado de sustitucion (Civas et al., 1684). La presencia de residuos de
galactosa en el esqueleto de manano obstaculiza significativamente la actividad de
la B-mananasa (McCleary and Mathesen, 1983). La p-mananasa libera

predominantemente manobiosa y manotriosa a partir del manano, confirmando
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que son verdaderas endohidrolasas (Ademark et al., 1998, McCleary & Mathesen,
1983, Ericsson & Winell, 1968, Ademark et al., 1999 y Reese & Shibata, 1965).
Las B-manosidasas (EC 3.2.1.25) son exo-enzimas que liberan residuos de
manosa del extremo no reductor de los manooligosacaridos.
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Figura 8 — Representacion esquematica de la hidrolisis
del polisacarido arabinoxilano por diversas enzimas
(Copyright © 2009 Adisseo. All rights)

Las enzimas accesorias que intervienen en la degradacion de los polisacéaridos
de la pared de células vegetales y en contraste con las enzimas descritas
anteriormente no actian sobre las cadenas principales, sino sobre los
substituyentes o cadenas laterales de la pectina y hemicelulosa. Algunas de estas
enzimas hidrolizan los enlaces entre un residuo de la cadena principal y el
sustituyente, mientras que otras rompen los enlaces internos o terminales de

dichas cadenas laterales (de Vries & Visser, 2001).

Las a-D-Xilosidasas pueden liberar residuos de xilosa a partir del xiloglucano.
Estas enzimas son altamente especificas en cuanto que solo actian sobre
enlaces de residuos de xilosa (Yoshikawa et al., 1993), pero difieren con respecto

al tipo de glucésido que pueden hidrolizar.

Los residuos de arabinosa pueden ser liberados del arabinoxilano por las o-L-

arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) y por las arabinoxilano arabinofurano-
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hidrolasas. La arabinofuranosidasa de A. niger purificada por Kaneko et al. (Kato
et al., 1999) tiene la capacidad de liberar solo residuos de terminales de arabinosa
a-1,3 mientras que la arabinofuranosidasa B de A. niger es capaz de liberar
residuos de arabinosa terminales a-1,2, a-1,3 y a-1,5 (Beldman et al., 1993). La
arabinoxilano arabinofuranohidrolasa (AXH) de A. awamori es muy especifica para

residuos de arabinosa ligados a xilano (Kormelink et al., 1991).

Las endoarabinasas (EC 3.2.1.99) hidrolizan los enlaces a-1,5 del arabinano
presente en las cadenas laterales de los polisacaridos de pectina. Aunque algunas
arabinofuranosidasas son también capaces de liberar arabinano, las
endoarabinasas influyen positivamente en la accion de las arabinofuranosidasas,
aumentando su eficiencia en la degradacion del arabinano. Hasta la fecha, no se
han obtenido referencias de la presencia de mas de una endoarabinasa en
Aspergillus sp. La produccion de endoarabinases por Aspergillus spp. se observo
en remolacha de azucar (Van der Veen et al.,1991), L-arabinosa y L-arabitol
(Ramon et al.,, 1993 y Van der Veen et al.,, 1993). Se demostré mediante un
andlisis de degradacion utilizando a-1,5-L-arabino-oligosacéaridos, que la
endoarabinasa de A. niger es capaz de liberar residuos terminales, pero
preferentemente actla en los enlaces internos (Dunkel & Amado, 1995).
Actualmente solo ha sido purificada una exoarabinasa de Aspergillus. Esta enzima
liberada principalmente arabinobiosa del arabinano de la remolacha de azucar,

aunqgue también liber6 una pequefia cantidad de arabinotriosa.

La eliminaciéon de los residuos de D-galactosa de los polisacéaridos de la pared
celular de plantas requiere de la accion de las a-galactosidasas (EC 3.2.1.22) y B-
galactosidasas (EC 3.2.1.23). Las B-galactosidasas liberan residuos terminales de
galactosa a partir del galactano presente en las cadenas laterales de las pectinas.
Las a-galactosidasas participan en la degradacion del esqueleto de galacto(gluco)
manano, eliminando residuos de galactosa y manosa. La presencia de residuos de
galactosa terminales unidos por enlaces B en algunos galactoglucomananos (Sims

et al., 1997) sugiere que ambas enzimas, oYy pB-galactosidasas pueden
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desempefiar un papel en la degradacion de estos polisacaridos. Aspergillus spp.
produce B-galactosidasa durante su crecimiento en arabinoxilano (Manzanarez et
al., 1998), acido poligalacturonico (McKay, 1991), salvado de trigo (Gonzales &
Monsan, 1991) y lactosa (Reczey et al., 1992). Diferentes galactosidasas se han
purificado de Aspergillus spp. pero no hay indicios de produccion de mas de una

B-galactosidasa por Aspergillus sp.

El galactano de las cadenas laterales de la pectina se hidroliza mediante las
endogalactanasas (EC 3.2.1.89), exogalactanasas, y p-galactosidasas. Las
endogalactanasas son capaces de hidrolizar los polisacaridos de galactano,
resultando la liberacion de galactobiosa y galactosa. Existen diferencias entre las
enzimas con respecto a su capacidad para hidrolizar los enlaces B-1,3, p-1,4 6 B-
1,6 entre los residuos de galactosa. Dos tipos de arabinogalactanos estan
presentes como parte de las cadenas de pectina. El tipo | consiste en un esqueleto
de residuos de galactopiranosa unidos mediante enlaces B-1,4, mientras que el
tipo Il consiste en un esqueleto de residuos de galactopiranosa con enlaces B-1,3

que puede estar ramificado por residuos de galactopiranosa con enlaces B-1,6.

Los residuos de acido glucurdnico y sus 4-o-metil éteres se pueden extraer del
esqueleto del xilano por accion de las a-glucuronidasas (EC 3.2.1.131). La enzima
actua principalmente en xilooligomeros pequefios y por tanto depende de la accién
de endoxilanases. Se ha reportado la sinergia que existe entre las a-
glucuronidasas y las endoxilanasas, y entre las a-glucuronidasas y las pB-
xilosidasas (de Vries et al., 2000 y de Vries et al., 1998).

3.7 Aplicaciones industriales de las enzimas

Los hongos han sido importantes tanto en los antiguos como en los modernos
procesos biotecnologicos. Procesos y productos que utilizan los hongos incluyen
panaderia, elaboracion de cerveza, y la produccion de antibidticos, alcoholes,

enzimas, acidos organicos, y muchos productos farmacéuticos. El advenimiento
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de la tecnologia de ADN recombinante y el andlisis de la gendmica a gran escala
ha puesto levaduras y hongos filamentosos a la vanguardia de las aplicaciones
comerciales contemporaneas (Bennett. 1998).

Las celulasas han adquirido gran importancia para la industria y la
biotecnologia en la bioconversion de la celulosa para la produccion de
biocombustibles. Para contender con grandes volimenes de materiales
lignoceluldsicos, requeridos para la produccién de etanol a nivel industrial, se
necesitan enzimas con gran actividad a diferentes condiciones de temperatura,
salinidad y pH (Sun & Cheng, 2002).

Las preparaciones de celulasas son capaces de modificar la estructura de las
fibrillas de celulosa. Son afadidas a detergentes de ropa para mejorar el brillo,
color, textura y eliminacion de las particulas indeseables de las prendas de vestir
de algodoén. La mayoria de las prendas de vestir de algoddn tienden a opacarse
después de repetidos lavados. Esto se debe principalmente a la presencia parcial
de microfibrillas de retina en la superficie de las prendas, las cuales pueden ser

removidas por celulasas y devolver la suavidad y color original a las prendas.

Las xilanasas se usan en la alimentacion animal, para hidrolizar parcialmente al
xilano presente, lo cual mejora la accesibilidad de la celulosa, facilita la digestion
ruminal y, por tanto, mejora el valor nutricional de los alimentos. Sin embargo, la
remocion completa de xilano en dicha alimentacién no es deseable, ya que los
componentes de la hemicelulosa son parte importante de la "fibra dietética" y su
eliminaciéon puede aumentar las enfermedades intestinales de los animales
(Dekker, 1979).

En los ultimos afos, las hemicelulasas, especialmente endoxilanasas se han
utilizado para mejorar la calidad de pastas, galletas, pasteles, pan y otros
productos de panaderia (Poutanen, 1997). Si bien se sabe que estas enzimas

aportan beneficiarios durante el manejo de la masa y horneado, su mecanismo de
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accion no es muy claro. Se cree que la capacidad de las endoxilanasas de
hidrolizar al arabinoxilano facilita la redistribucién del agua presente en la masa
tanto en la pasta como en el pan, y es responsable de los efectos favorables
observados sobre la manipulacion de la masa, volumen del pan, textura y
estabilidad (Maat et al., 1992; Poutanen, 1997). Recientemente se ha reportado
que arabinasas, L-arabinofuranosidasas y L-arabinofuranohidrolasas esterasas
juegan un papel importante mejorando la textura, la calidad y los atributos
sensoriales de diversos productos de panaderia (Poutanen, 1997). Sin embargo,
una adecuada combinacién de estas enzimas es esencial para conseguir un

méaximo beneficio durante los procesos de amasado y horneado.

Durante la fabricacion de cerveza se afiaden, ya sea durante la maceraciéon o
durante la fermentacion primaria, B-glucanasas que hidrolizan al B-glucano
presente en la malta, con el fin de reducir la viscosidad del mosto y aumentar los
rendimientos de produccién. Dichas enzimas provienen principalmente de
Penicillium emersonii, Aspergillus niger, Bacillus subtilis y Trichoderma reesei
(Galante et al., 1998).

Tres principales enzimas exdgenas utilizadas en la produccion de vino son
pectinasas, B-glucanasas y hemicelulasas. Los principales beneficios del uso de
estas enzimas durante de fabricacion del vino son: optimizar la maceracion y
extraccion del color; facilitar las etapas de clarificacion vy filtracion; y mejorar la
calidad y estabilidad del vino. (Galante et al., 1998). Recientemente, una cuarta
enzima, la B-glucosidasa, ha atraido mucho la atencion de la industria del vino
debido a su capacidad de mejorar el aroma de los vinos mediante la glicosilacion
de precursores presentes (Caldini et al., 1994; Gunata et al., 1990). La pectinasa
comercial que se utilizd por primera vez en la industria del vino fue producida por
Aspergillus, y contenia cantidades variables de pectin-esterasa, poligalacturonasa,
pectina-liasa y pequefias cantidades de hemicelulasa. La adicion de pectinasas

durante el aplastamiento de las uvas, mejora la extraccion del jugo, reduce el
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tiempo de aclaracién y aumenta el contenido de terpenos en el vino (Galante et al.,
1998).

Las pectinasas son ampliamente utilizadas en la extraccion de aceites, en la
industria textil, en la industria alimentaria, en la maceracion de tejidos vegetales,
en el tratamiento de aguas residuales y en el desgomado de fibras naturales,
Ademas se utilizan para incrementar la produccion, en la clarificacién de jugos y
de vinos, y en la fermentacion de café y té. (Kaur et al., 2004, Silva et al, 2007.
Jayani et al., 2005).

Se han sugerido las hemicelulasas (xilanasas), junto con celulasas y
pectinasas, en aplicaciones como la clarificacion de jugos (Biely, 1985 y Dekker,
1979), la preparacion de dextranos utilizados como espesantes en alimentos
(Thompson, 1983), y la produccion de pulpas y jugos (Biely, 1985 y Woodward,
1984).

Las pectinasas acidas que son utilizadas en la industria para la elaboracion de
jugos de frutas a menudo provienen de los hongos, especialmente de Aspergillus
niger. Los jugos producidos comercialmente por estas industrias incluyen: jugos
claros y espumosos (manzana, pera y jugos de uva), jugos turbios (jugos de frutas
citricas, jugos ciruela, el jugo de tomate y néctares) y productos unicelulares en los
cuales se preserva la integridad de las células vegetales. En el caso de los jugos
claros y espumosos las enzimas son afadidas con el fin de aumentar el
rendimiento del jugo en la etapa de prensado. En el caso de los jugos turbios,
enzimas pectinoliticas que contienen altos niveles de actividad poligalacturonasa
son afadidas con el fin de estabilizar la turbidez. En los productos unicelulares, las
enzimas utilizadas se conocen como “macerasas” y el proceso se denomina
maceracion. Es probable que las mejores preparaciones enzimaticas para
maceracion contengan celulasas y hemicelulasas ademas de las enzimas

pectinoliticas (Kashyap et al., 2000).
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Las pectinasas juegan un papel importante en la fermentacion del té y café, ya
que se utilizan para eliminar las capas carnosas de mucilago que rodean las
semillas, tres cuartos de las cuales constan de sustancias pécticas. Celulasas y
hemicelulasas presentes los preparados enzimaticos mejoran la digestion de dicho

mucilago.

Los aceites de semillas de canola, germen de coco, girasol, palma, almendras
y aceitunas son tradicionalmente producidos mediante un proceso de extraccion
con disolventes organicos, el disolvente mas utilizado es el hexano, que es un
potencial carcinégeno. El uso de enzimas que degradan pared celular, incluyendo
pectinasas, sirven para extraer dichos aceites vegetales en un proceso acuoso de
licuefaccion. Recientemente, preparaciones de enzimas que degradan la pared
celular de las plantas, se han comenzado a utilizar en la elaboracion del aceite de
oliva. Las enzimas se afaden durante la molienda de los olivos y con ayuda de
una técnica de separacion el aceite es facilmente liberado (West, 1996). Dicho
tratamiento enzimatico por lo tanto provoca un importante aumento en el

rendimiento en la obtencién del aceite de oliva.

La fabricacion de papel es esencialmente un proceso de filtracion continuo, en
el cual interfieren ciertas sustancias, entre las cuales destacan las pectinas, las
cuales demandan una gran cantidad de cationes debido en gran medida a su
grado de polimerizacion (Thornton et al., 1994). Las pectinasas se utilizan para

hidrolizar los polimeros de &cido galacturénico (Reid, 2000).
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CAPITULO IV

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Microorganismo

Para el desarrollo de este trabajo se utilizo la cepa de Aspergillus flavus CECT-
2687. La cual esta bien identificada y es productora de aflatoxinas. Dicha cepa se
encontraba resguardada en agar papa dextrosa (PDA) y se resembro
quincenalmente en placas con agar Dextrosa Sabouraud para mantener la cepa
viable, se incub6 a 37°C por 72 horas y se mantuvo en refrigeracién (4 °C).

4.2 Sustratos complejos

Como sustratos complejos se utilizaron cascara de limén deshidratada, salvado

de trigo, y olote de maiz molido.

4.3 Reactivos utilizados

El agar bacteriologico, agar papa dextrosa (PDA) y agar dextrosa Sabouraud
(Sab) fueron obtenidos de BD Bioxon. La pectina citrica, xilano de abedul, xilosa,
glucosa, é&cido 3,5-dinitrosalisilico (DNS), glicina, mercapto-etanol, tris-
(hidroximetil) amino-metano (TRIZMA-BASE), persulfato de amonio (PSA) y
TEMED de laboratorios SIGMA. Los acidos galacturonico y poligalacturonico de
FLUKA. El Tween 80 de la compafiia Aldrich Chemical. El fosfato de potasio mono
y di basico, sulfato de amonio, metabisulfito de sodio, cloruro de sodio, tartrato de
sodio y potasio, fenol, metanol, hidréxido de sodio, acido acético y acido
clorhidrico de J. T. Baker, y finalmente la acrilamida, metileno-bis-acrilamida,
dodecil sulfato de sodio (SDS) y el marcador de PM (SDS-PAGE Molecular Weight
Standards, Broad Range) de los laboratorios BIO-RAD.
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4.4 Cultivo del microorganismo

La cepa de Aspergillus flavus se propagé en agar Sabouraud por el método de
siembra masiva, para lo cual se tomo6 una pequeiia cantidad del cultivo del hongo
seleccionado con un asa micoldgica estéril y sembro en el centro de la caja
presionando ligeramente el asa sobre el agar, y después con un asa de Drigalsky
se extendié en todo el medio. La incubacion se llevé a cabo a 37°C durante 72

horas.

4.5 Obtencion de la cosecha de esporas

Se rasparon las esporas (conidios) de dos cajas y se resuspendieron en 10 mL
de solucion salina isotdnica (0.9% p/v) con Tween 80 (0.005 % v/v) estéril. Dicha
suspensién se colocé en tubos para centrifuga, las esporas se lavaron
centrifugando la suspension durante 5 minutos a 5000 rpm, el sobrenadante se
desecho6 y las esporas se resuspendian nuevamente en 10 mL de la misma
solucion, este lavado se realizé por duplicado. Finalizado este procedimiento se
adicionaron 5 mL de solucion salina estéril-Tween 80 a las esporas y la

suspensién se agitoé por 2 minutos en el vortex a maxima velocidad.

4.6 Conteo de esporas

La determinacion de la concentracién de esporas (conidios) en la suspension
final se realizé mediante el método de conteo directo con la camara de Neubawer.
Para ello se realiz6 una dilucién 1:100 de la suspension original, a partir de esta se
tomaron 10 pulL y colocaron en la camara, ésta se coloc6 en el microscopio
observandose con el objetivo 40X. Se contaron las esporas contenidas en 16
cuadros que conforman uno de los cuatro cuadrantes. La concentracion de

esporas de la suspension se calculd de la siguiente manera:

[esporas/mL] = # esporas contadas x 4 x 2500 x 100
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4.7 Produccion de las enzimas en medio liquido

Para la obtencion de las enzimas, matraces de 500 mL, con 100 mL de medio
fueron inoculados con una concentracion final de 10° esporas de Aspergillus flavus
por mililitro de medio de cultivo. Los medios de cultivo liquido contenian medio
basal (KH,PO,4 2g/L, K;HPO,4 2g/L Y (NH4)2SO4 5g/L) con la fuente de carbono al
1% p/v y se ajustaron a pH de 6.0, Las fuentes de carbono utilizadas fueron
cascara de limon, salvado de trigo, olote de maiz, berenjena, xilano de abedul,
pectina citrica, xilosa, acido galacturénico y glucosa. En algunos casos el medio
liguido contenia una combinacién de fuentes de carbono, en las que se agregd un
polisacarido y un aztcar simple, ambos al 1% (p/v) cada uno. Los matraces fueron
incubados a 37°C por 72 horas en la incubadora con movimiento reciproco a 200

rpm para favorecer una buena aereacioén y homogenizacion del medio.

4.8 Obtencion del filtrado enzimético crudo de los medios liquidos

Los matraces con los medios de cultivo liquido se muestrearon a diferentes
tiempos (0, 24, 48 y 72 horas), tomando 5 mL para cada muestra, los cuales se
filtraron primero en algodoén, luego en papel filtro Whatman 1, y finalmente se
centrifugaron a 500 rpm durante 5 minutos, con el fin de eliminar la biomasa del
hongo asi como el material solido residual. A cada muestra se le determin6

actividad enzimatica de pectinasas y xilanasas.

4.9 Produccion de las enzimas en medio sélido

Se inocularon con 10 000 esporas de Aspergillus flavus cada una de las cajas
petri con medio de cultivo. Los medios de cultivo sélido contenian medio basal
(KH2PO,4 2g/L, KoHPO,4 2g/L Y (NH4)2SO4 5g/L), la fuente de carbono al 1% p/v y
agar bacteriolégico al 1.5% p/v, los medios se ajustaron a pH de 6.00. Sobre la
caja petri se colocé en condiciones estériles, una membrana Millipore de

policarbonato con didmetro de poro de 0.2 um, posteriormente se inoculd la caja
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en la parte central sobre dicha membrana con 2 pL de suspension de esporas
[5000 esporas/uL]. Se incubaron las cajas 2 horas a 37°C boca arriba para que se
absorbiera el in6culo y posteriormente se voltearon e incubaron durante 96 horas
a 37°C. Como fuente de carbono se utilizaron cascara de limon, olote de maiz,
salvado de trigo, xilano de abedul y pectina citrica. Ademas se elaboraron medios
en los que se combinaron por una parte la cascara de limon y por otra la pectina
citrica con azlcares simples como glucosa, xilosa y &cido galacturdnico,

adicionados también al 1% p/v.

4.10 Obtencion del filtrado enzimético a partir de los medios sélidos

Al finalizar el tiempo de incubacidn, primeramente se registré el tamafio y
apariencia de la colonia, después con ayuda de unas pinzas se retiraron la
biomasa y la membrana de la placa. Posteriormente se cort6 una circunferencia de
agar de un tamafio determinado, abarcando en la mayoria de los casos, el espacio
en que crecié el hongo, dicho circulo de agar se pesdé y maceré6 en un
desmembranador durante 2 minutos a 2000 rpm. La pasta de agar obtenida se
transfirié a un tubo de centrifuga al cual se adicion6 5 mL de buffer de acetatos
100 mM (pH 5.0), el tubo se agitd en el vortex a maxima velocidad durante 30
segundos y enseguida se centrifugd a 500 rpm durante 5 minutos. El filtrado
enzimatico se decanté y el agar se desechd. Se midi6 el volumen del filtrado

enzimatico obtenido y se determiné la actividad enzimatica del mismo.

Ademas, en uno de los experimentos, se eligieron dos zonas para la extraccion
del filtrado enzimatico, la primera consistié en una circunferencia de agar de 2 cm
de diametro ubicada en el centro de la placa, y la segunda en un anillo de agar
gue circundaba a la primer zona, con un didmetro interior de 2 cm y un diametro
exterior de 3.5 cm. En otros de ensayos efectuados, se analizaron dos condiciones
de crecimiento, en la primera se coloco una sola membrana de policarbonato en la
placa, y sobre ésta el in6culo, con el fin de separar a la biomasa producida del

medio de cultivo, y en la segunda se colocé una membrana sobre el medio y una
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vez que el inéculo fue absorbido, se colocé sobre la placa una segunda

membrana.

4.11 Determinacion de la actividad enzimatica

4.11.1 Actividad exopectinolitica

Se determiné a partir de la cuantificacion de grupos reductores liberados por la
actividad enzimatica empleando una curva de acido galacturénico como patron. La
mezcla de reaccion consté de 0.5 mL de solucion de pectina citrica 1% p/v, 0.4 mL
de solucion amortiguadora de acetatos 100 mM (pH 5.0) y 0.1 mL de filtrado
enzimatico. La mezcla de reaccién se inici6 adicionando 100 pL de filtrado
extracelular, se incubd durante 20 minutos a temperatura de 45 °C, al término de
ese tiempo la reaccién se detuvo adicionando 2 mL de reactivo DNS. Los tubos se
colocaron en bafio Maria a ebullicion durante 5 minutos y se afiadié después 5 mL
de agua destilada. Se centrifugaron las muestras a 500 rpm durante 5 minutos. Se
determind la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 575 nm. En
el caso de los blancos se incubaron sin muestra y al término de los 20 minutos de
incubacion se afadieron primero los 2 mL de DNS y después los 100 uL de filtrado
enzimatico. La actividad se expresa en unidades enzimaticas (U), definidas como
la cantidad de enzima que produce un micromol de acido D-galacturénico en

dichas condiciones.

4.11.2 Actividad xilanolitica

Se determind por medio de la cuantificacion de azucares reductores por la
técnica de DNS empleando una curva de xilosa como patrén, que se obtienen al
realizar la incubacion de 0.5 mL de xilano de abedul (1% p/v), 0.4 mL de buffer de
acetatos 100 mM (pH 5.0) y 0.1 mL de filtrado enziméatico libre de células. Se
incubo la mezcla de reaccion en un bafio a 50 °C durante 20 minutos. Al término

se adicioné 1 mL de reactivo DNS y se calientd la mezcla a ebullicion durante 5
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minutos. Finalmente se afadieron 5 mL de agua destilada, se agitaron las
muestras en el vortex a maxima velocidad y se leyo la absorbancia de las
muestras a una longitud de onda de 575 nm en el espectrofotometro.  Se definio
como una unidad de actividad xilanolitica (U) la cantidad de enzima necesaria para
catalizar la produccion de un micromol de xilosa en 20 minutos en las condiciones

de ensayo dadas.
4.12 Andlisis de perfiles electroforéticos

La preparacion de los geles de poliacrilamida de 8 x 8 cm con SDS se realiz6
en condiciones desnaturalizantes. La electroforesis se corrido con 5 uL de muestra
a corriente constante (15 mA por gel) por espacio de aproximadamente 1 hora a
través de una unidad de geles verticales de 1.5 mm Migthy Small SE-245 (Hoefer
Sci Ins USA). Después de ese tiempo, los geles se sumergieron en una disolucién
de azul de Coomassie R-250 al 0.025%, metanol al 40% v/v y acido acético al 7%
v/v durante una hora para tefiir la proteina y se destifieron con una solucion de
acido acético al 10% v/v. Las muestras que se cargaron en el gel se obtuvieron a
partir de 1 mL de filtrado enzimatico, el cual se dializé durante 3 horas y liofilizd a 5
x 10 mbar y -50°C, la muestra liofilizada se resuspendi6 en 50 uL de buffer de
tanque 1X (0.025 M TRIZMA-BASE, 0.192 M glicina, 0.1% SDS, pH = 8.3).
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CAPITULO V

5. RESULTADOS Y DISCUSION

A. flavus es un hongo fitopatdgeno que tiene gran facultad para crecer y
desarrollarse en plantas, y por ende, la capacidad de producir enzimas que
degradan a los polisacaridos presentes en la pared de las células vegetales. Es
por ello, que en este trabajo, se considero utilizar compuestos que componen la
pared de células vegetales como sustratos para la produccion enzimatica. Estos
sustratos incluyeron: 1) fuentes complejas como el olote de maiz, el salvado de
trigo y la cascara de limon, 2) polisacaridos contenidos en dichas fuentes
complejas como la pectina y el xilano y 3) azucares simples resultantes de la
degradacion de dichos polisacaridos, como acido galacturénico y xilosa, ademas
de estos dos ultimos, se incluyo el uso de la glucosa, ya que esta comunmente
actia como un represor en la sintesis enzimatica para la mayoria de los

microorganismos.

5.1 Cinética de produccion de las actividades enziméticas en cultivos
liquidos utilizando sustratos puros

Aspergillus flavus fue crecido en cultivos liquidos con diferentes fuentes de
carbono, con el fin de conocer las variaciones del perfil enzimético con respecto al
tipo de nutrientes contenidos en el medio. Se utiliz6 como fuente de carbono a los
siguientes sustratos puros: tres azUcares simples (xilosa, acido galacturénico y
glucosa) y dos polisacaridos (xilano y pectina), todos al 1% (p/v).

Los cultivos liquidos se muestrearon a diferentes tiempos de fermentacion, a
las muestras de los filtrados enzimaticos obtenidas, primeramente, se les midio el
pH utilizando un potenciémetro, con el fin de observar la variacion de éste a lo
largo de la fermentacion. La grafica 1 muestra la evolucién del pH para los cultivos

liquidos.
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En un inicio el valor de pH de los cultivos liquidos se ajustd a 6.0. Durante la
fermentacién se observé una evolucion similar de pH para los medios con pectina
y &cido galacturoénico, teniendo al final un pH de 6.29 y 6.81, respectivamente.
Mientras que en los medios con xilano y xilosa, dicho pH se modific6 muy poco,
encontrandose al final de la fermentacion en valores muy cercanos a los iniciales.
Por dltimo, en el medio con glucosa se observé el mayor descenso de pH a lo

largo de la fermentacion, teniendo al final un valor de 5.12.

pH del medio de fermentacidn
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Gréafica 1 - Evolucién del pH para los cultivos liquidos con diferentes fuentes de
carbono: xilano, pectina, xilosa, acido galacturénico y glucosa, todas al 1% (p/v).

Aspergillus flavus produce titulos mas altos a valores de pH de 6.0, a diferencia
de otras especies, por ejemplo A. flavipes FP-500 produce los niveles mas altos
de pectinasas a valores de pH entre 3.0 y 3.5 (Aguilar y Huitron 1987, 1990,
Martinez Trujillo et al, 2007).

El aumento o descenso del pH en los medios de cultivo cuando se lleva a cabo
una fermentacién, es consecuencia del metabolismo celular de los
microorganismos, ya que en éstos, conforme crecen y se desarrollan, originan
diversos metabolitos primarios y secundarios, entre estos se tienen principalmente
productos acidos, los cuales tienen a aumentar la concentracion de iones H*. En

algunas ocasiones, el pH del medio no se modifica de manera notable, debido a
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un deficiente crecimiento y desarrollo del microorganismo y/o a la presencia de
sales amortiguadoras en los medios.

El perfil enzimatico de A. flavus varié dependiendo de la fuente de carbono en
la que crecidé. Anteriormente se ha observado que la sintesis de enzimas
extracelulares de hongos filamentosos como Aspergillus se ven fuertemente
influenciada por los componentes que contienen los medios de cultivo,

particularmente por la fuente de carbono. (Blandino et al., 2001).
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Graéfica 2 — Cinética de produccion de la actividad exopectinolitica de A. flavus CECT-

2687 en cultivos liquidos con diferentes fuentes de carbono: xilano, pectina, xilosa,
acido galacturénico y glucosa, todas al 1% (p/v).

La mayor actividad de pectinasas extracelulares (gréfica 2), se observo en el
medio de cultivo que contenia xilano como fuente de carbono, teniendo a las 72
horas de fermentacién una actividad de 6.6 U/mL, seguido del medio que contenia
pectina, en el cual se esperaba encontrar la mayor actividad exopectinolitica. Sin
embargo, en dicho medio hubo un descenso de la actividad en las tltimas doce
horas de fermentacion. Cabe destacar, que en ambos medios, la actividad de
pectinasas, coincide cerca de las 4.5 U/mL a las 60 horas de fermentacion.

En el medio con glucosa se tuvo un incremento de la actividad a las 36 y 72
horas, sin embargo, la actividad no super6 las 3.0 U/mL. En general, para los

cultivos liquidos con azucares simples la produccién de enzimas pectinoliticas
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resulté ser muy baja a lo largo de toda la fermentacion, lo cual era de esperarse,
ya que cuando los microorganismos tienen disponibles fuentes de carbono
facilmente asimilables, como es el caso de los monosacaridos, éstos crecen y se
desarrollan adecuadamente, sin tener la necesidad de producir enzimas
hidroliticas que degraden a los sustratos poliméricos presentes en el medio.

De lo anterior, destaca la obtencion de una produccion elevada de actividad
exo-pectinolitica en el medio liquido con xilano, se cree que dicho sustrato
contiene un constituyente, que actiia como un factor de induccién en la sintesis de
enzimas pectinoliticas. En relacion a esto no se conoce mucho hasta la fecha.

Dentro de las hemicelulosas el compuesto mas abundante es el xilano, por ello,
las xilanasas constituyen el grupo enzimético mas estudiado entre las enzimas

gue degradan a las hemicelulosas, por lo que fueron determinadas en éste trabajo.
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Gréfica 3 — Cinética de produccion de la actividad xilanolitica de A. flavus CECT-2687
en cultivos liquidos con diferentes fuentes de carbono: xilano, pectina, xilosa, acido
galacturoénico y glucosa, todas al 1% (p/v).

Con respecto a las enzimas xilanoliticas, se observé que la mayor actividad se
presentd en el medio que contenia xilano, como era de esperarse, seguido del de
pectina, obteniendo 31.8 U/mL y 9.4 U/mL, respectivamente, a las 72 horas de
fermentacidén. La produccion de xilanasas por parte de A. flavus incremento

claramente con respecto al tiempo, cuando se utiliz6 xilano como fuente de
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carbono, durante las primeras 48 horas. En los medios que contenian xilosa, acido
galacturénico y glucosa como fuente de carbono no se produjeron enzimas
xilanoliticas, como se observa en la grafica 3. Cabe mencionar que la xilosa, es un
azucar que a bajas concentraciones actia como un inductor en la sintesis de
enzimas xilanoliticas, sin embargo, en cuando esta presente en altas
concentraciones, actia como un represor de la sintesis de dichas enzimas. Asi
mismo, observamos, que cuando la xilosa se afadi6 como Unica fuente de

carbono, la produccion de xilanasas fue practicamente nula (gréafica 3).

De acuerdo a lo obtenido anteriormente, podemos decir que la mejor
produccion de las enzimas xilanoliticas se obtuvo cuando se utiliz6 xilano como
fuente de carbono. Cabe mencionar que en esta ocasion, la produccion de
xilansas en los medios con pectina como Unica fuente de carbono, no resultd
completamente inesperada, ya que se sabe que una parte de la estructura de la
pectina (Pérez et al. 2000) esta sustituida con unidades de xilosa como
sustituyentes y que dicho azucar esta involucrado en el proceso de induccion de
dichas enzimas, sobre todo cuando ésta se encuentra presente en bajas

concentraciones.

5.2 Cinética de produccion de las actividades enzimaticas en cultivos

liguidos con diversos sustratos complejos

En el caso de los medios de cultivo liquidos, se utilizaron como sustratos
complejos: olote de maiz, salvado de trigo y cascara de limén, todos al 1% (p/v).

En este otro caso, también se ajustd a 6.0 el pH de los medios. Para todos los
medios se observd una tendencia similar, en cuanto a los cambios de pH con
respecto al tiempo. El mayor descenso de pH se produjo dentro entre las 12 y 24
horas de fermentacion, encontrandose el pH en un valor cercano a 3.9 para los
medios con salvado y olote, y en un valor de 4.5 para el medio con cascara de

limén, a las 34 horas de fermentacién (grafica 4).
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Grafica 4 — Evolucién del pH para los cultivos liquidos con diferentes fuentes de
carbono: olote de maiz, salvado de trigo y cascara de limén, todas al 1% (p/v).

Entre las 36 y 48 horas de fermentaciéon el pH ascendio rapidamente en todos
los casos, y después de las 48 horas casi no se modifico. Al finalizar la
fermentacién, los medios de olote de maiz, cascara de limén y salvado de trigo,

tuvieron valores de pH de 4.51, 5.35y 6.62, respectivamente.
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Gréfica 5 - Cinética de produccion de la actividad exo-pectinolitica de A. flavus CECT-
2687 en cultivos liquidos con diferentes fuentes de carbono: olote de maiz, salvado
de trigo y cascara de limon, todas al 1% (p/v).
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La mayor actividad exopectinolitica se produjo a las 48 horas de fermentacion,
utilizando como fuente de carbono cascara de limén con 7.7 U/mL, seguida por el
salvado con 3.2 U/mL a las 60 horas de fermentacion, y por ultimo el olote de maiz
con 0.5 U/mL en ese mismo tiempo (grafica 5). Se observé que para estas dos
tltimas fuentes de carbono, las pectinasas se produjeron después de las 48 horas,
y por ello, se obtuvo una actividad muy baja en dichos ensayos.

De acuerdo a la composicion quimica de dichos sustratos complejos, resulto
congruente, que la mayor produccion de pectinasas de A. flavus se diera usando
cascara de limon como fuente de carbono, ya que ésta contiene una fraccion
importante de pectina, a diferencia del olote de maiz y el salvado de trigo, los
cuales contienen principalmente celulosas y hemicelulosas, y en cantidades muy
bajas o nula, pectina (Garrote et al., 2002; Cornell, 2003; Sinclair et al., 1949;
Morton, 1987).

En cuanto a la actividad xilanolitica, como se observa en la grafica 6, la mayor
actividad fue de 67.9 U/mL y se obtuvo en el salvado de trigo, seguida por el olote
de maiz con 40.1 U/mL, y finalmente la cascara de limén, en donde se obtuvieron
30.9 U/mL de actividad. Todos estos valores se registraron a las 72 horas de

fermentacion.
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Gréfica 6 - Cinética de produccion de la actividad xilanolitica de A. flavus CECT-2687

en cultivos liquidos con diferentes fuentes de carbono: olote de maiz, salvado de trigo
y céscara de limon, todas al 1% (p/v).
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En todos los medios de cultivo, se observa claramente que la actividad
xilanolitica incrementa con respecto al tiempo. La produccién de xilanasas en los
medios con cascara y salvado comienza a las 12 horas, mientras que en el de
olote a las 24 horas.

La produccion de pectinasas y xilanasas fue mayor en el cultivo con salvado de
trigo en comparacion con el de olote de maiz. Cabe destacar, que en dichos
medios, la sintesis de xilanasas se efectu6 a partir de las 12 horas de
fermentacion para el cultivo de salvado y a partir de las 24 horas para el de olote.
Mientras que, la sintesis de pectinasas surgié6 a partir de las 48 horas de
fermentacién, para ambos medios, lo cual nuevamente apunta que durante la
degradacion de las hemicelulosas (xilano), se libera algun tipo de molécula que

induce al hongo a producir enzimas pectinoliticas.

5.3 Produccién de las actividades enzimaticas en cultivos liqguidos con una

fuente de carbono compleja afiadida de un azucar simple.

En general la sintesis de las enzimas que degradan a los polisacaridos, esta
sujeta a mecanismos de regulacién (Mellon et al., 2007; de Vries & Visser, 2001,
Aguilar y Huitrén, 1987). Dichas enzimas no se producen de modo constante, es
decir, constitutivo, sino que su sintesis es inducida por un sustrato adecuado y
reprimida, comunmente, por azucares facilmente asimilables, en particular por
glucosa. Se sabe que en la mayoria de los casos, el inductor méas eficiente es el
polimero-sustrato de las enzimas que seran sintetizadas, sin embargo, debido a su
alto peso molecular, en general, estos compuestos no pueden penetrar en las
células y ejercer su efecto. Se cree entonces, que existen bajos niveles
enzimaticos constitutivos que degradan una pequefia proporcion del polimero,
dando lugar a algun producto soluble de su hidrolisis, que es incorporado por la
célula, ejerciendo su efecto inductor en el interior de ésta.

En el presente estudio, con el fin de observar si existe algun proceso de
represion/induccién en las actividades enzimaticas pectinoliticas y xilanoliticas

producidas por Aspergillus flavus, se adicionaron a dos de los medios utilizados
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anteriormente (pectina y cascara de limén) tres azlcares simples (acido
galacturonico, glucosa y xilosa). Todas las fuentes de carbono al 1% (p/v).

Para el caso de los medios que contenian pectina fue posible determinar la
produccion de biomasa con respecto al tiempo. En la grafica 7 se observan las
curvas de crecimiento que se obtuvieron a lo largo de 72 horas de fermentacion.

En el caso de los medios afiadidos con azlcares simples se observa un mayor
crecimiento con respecto al tiempo, que en el medio que contiene solamente
pectina. EI mayor crecimiento de la cepa se obtuvo con 4.92 mg/mL de biomasa a
las 48 horas en el medio de pectina con glucosa. Este comportamiento era de
esperarse, ya que metabdlicamente la glucosa, es el azicar mas facilmente
asimilable para la mayoria de los microorganismos. Le siguieron los medios LPA
con 3.92 mg/mL a las 48 horas y a las 72 horas LPX con 3.78 mg/mL. Finalmente,
en el medio de cultivo con pectina sola (control) se tuvo el menor crecimiento del

hongo con 2.42 mg/mL de biomasa a las 72 horas.
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Gréfica 7 - Curva de crecimiento de Aspergillus flavus CECT-2687 en cultivos liquidos
con diferentes fuentes de carbono: LP pectina, LPA pectina con acido galacturénico,
LPG pectina con glucosa y LPX pectina con xilosa, todas al 1% p/v.

La produccion de actividad exopectinolitica fue mayor para los medios LP y
LPA, en los cuales a las 48 horas de fermentacion se tuvieron actividades de 5.0

U/mL y 4.2 U/mL, respectivamente (grafica 8). Sin embargo, a las 24 horas de
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fermentacion, se observé una mayor actividad pectinolitica en el caso del medio
adicionado con acido galacturénico, indicando el potencial de éste azicar como
inductor de dichas enzimas. Mientras que para los medios LPG y LPX la actividad
de pectinasas fue muy escasa, el primero de ellos, solo presento actividad a las 24
horas con 3.82 U/mL, y el segundo mostro actividad tanto a las 24 como a las 72
horas, obteniendo respectivamente, 1.7 U/mL y 1.0 U/mL.

El acido galacturénico es el principal producto de la degradacion final de
pectina y se ha reportado que puede causar represion catabdlica de las enzimas
pectinoliticas (Aguilar y Huitron, 1987), pero también se ha demostrado que éste
compuesto puede estimular la produccion de la actividad de enzimas pectinoliticas
en Aspergillus sp. cuando es cultivado en pectina. En la grafica 8 se observa que
dicha induccién en la produccion de enzimas pectinoliticas se llevo a cabo en el
ensayo al afiadir acido galacturénico al medio liquido con pectina, especialmente a

las 24 y 72 horas de fermentacion.
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Gréfica 8 - Produccion de actividad exo-pectinolitica de A. flavus CECT-2687 en
cultivos liquidos con diferentes fuentes de carbono: LP pectina, LPA pectina con acido
galacturénico, LPG pectina con glucosa y LPX pectina con xilosa, todas al 1% p/v.

Cabe destacar, que si observamos uUnicamente la actividad exo-pectinolitica
volumétrica obtenida (grafica 8), aparentemente la produccion enzimatica en los

medios LP y LPA resulta ser similar a las 24 horas de fermentacién, con 5.0 U/mL
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y 4.2 U/mL, respectivamente. Sin embargo, si se compara la actividad pectinolitica
especifica a ese mismo tiempo (grafica 9), tenemos que existe una diferencia
significativa en la produccion enzimética con 3.2 U/mg en LP y 1.1 U/mg en LPA.
En el caso de los medios de pectina afiadidos con azucares simples, dado que
los sustratos permanecen solubles en el medio, fue posible cuantificar la biomasa
del hongo, y con los datos de ésta, a su vez, pudimos determinar la actividad
especifica de las enzimas exo-pectinoliticas producidas. Para el ensayo se utilizé

como sustrato enzimatico pectina citrica al 1% (p/v), pH 5.0.
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Gréfica 9 — Produccion de actividad exo-pectinolitica especifica de A. flavus CECT-
2687 en cultivos liquidos con diferentes fuentes de carbono: LP pectina, LPA pectina
con acido galacturénico, LPG pectina con glucosa y LPX pectina con xilosa, todas al
1% p/v (clu).

En la grafica 9 se observa que el Unico tiempo para el cual se obtuvo actividad
pectinolitica en todos los medios de pectina estudiados, fue a las 24 horas de
fermentacién. La mayor actividad especifica de pectinasas en este tiempo se
obtuvo en el medio LPA con 3.60 U/mg, seguido de los medios LP con 1.97 U/mg,
LPG con 1.41 U/mg y LPX con 0.67 U/mg. En el medio LPA la actividad tuvo una
disminucién a las 48 horas y luego un incremento a las 72, mientras que en el
medio LP la actividad aumenté a 3.2 U/mg a las 48 horas y a las 72 disminuyo
siendo casi nula. Para los medios LPG y LPX la produccion de pectinasas fue muy
baja durante toda la fermentacion.
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Cabe mencionar que en ninguno de los cultivos liquidos, en los que adicionaron
los azucares facilmente asimilables se obtuvo actividad xilanolitica (datos no
mostrados en dicho trabajo).

En lo que concierne a los medios de cascara de limén afiadidos con diferentes
azucares, en general, las actividades enzimaticas fueron superiores. Cabe
destacar que en los medios con cascara de limon, la actividad enzimética se
expresa nuevamente como actividad enzimética volumétrica, ya que en estas
condiciones, no fue posible determinar el crecimiento por diferencia de pesos,
pues la cascara de limon es un sustrato solido no soluble que intervenia con dicha
determinacion.

En el caso de los medios LC, LCA, LCG y LCX, la actividad de pectinasas se
produjo en los cuatro medios para todos los tiempos de fermentacién en que se

muestreo el cultivo (grafica 10).
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Gréfica 10 — Produccién de actividad exo-pectinolitica de A. flavus CECT-2687 en
cultivos liquidos con diferentes fuentes de carbono: LC céscara de limén, LCA
cascara de limén con acido galacturénico, LCG cascara de limén con glucosa y LCX
cascara de limén con xilosa, todas al 1% (p/v).

A las 24 horas se produjo la mayor actividad exo-pectinolitica para los medios

liquidos, LCA con 5.8 U/mL, LC con 4.5 U/mLy LCG con 4.0 U/mL, con excepcién
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del medio LCX, que en ese tiempo presentd la menor actividad 0.9 U/mL, la cual
incrementd con respecto al tiempo de fermentacion.

Por otra parte, tenemos que los medios LCA, LPA y LCG siguieron el mismo
patrén de produccion enzimatica, produciendo la mayor actividad enzimatica a las
24 h, la cual disminuyé a las 48 h e incrementd nuevamente a las 72 horas. Y en
el medio LC la produccion enzimética de pectinasas disminuyd directamente con
el tiempo de fermentacion.

Ademas en los medios, tanto de pectina como de cascara de limén, al adicionar
acido galacturénico, se observo el mismo efecto inductor en la produccién de

enzimas pectinoliticas del hongo.
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Gréfica 11 — Produccién de actividad xilanolitica de A. flavus CECT-2687 en cultivos
liquidos con diferentes fuentes de carbono: LC cascara de limoén, LCA cascara de
limén con acido galacturénico, LCG céascara de limén con glucosa y LCX cascara de
limén con xilosa, todas al 1% (p/v).

En la grafica 11 se muestra la cinética de la actividad de xilanasas producida
en los medios de cultivo de cascara de limon. Es evidente que para los medios
LCG y LCX practicamente no hubo produccion de xilanasas durante la
fermentacién. Para LCA la produccion tendié a ser mayor a tiempos mas largo de
fermentacién, alcanzando 5.69 U/mL a las 72 horas. Y en el caso de LC, la

actividad no se modific6 mucho con respecto al tiempo y se tuvo una actividad

52



enzimatica maxima de 10.71 U/mL a las 48 horas. En este medio se alcanzaron
los niveles maximos para la actividad xilanolitica, lo cual indica que en este caso
los azucares simples que fueron afadidos, inhibieron catabolicamente a las
xilanasas producidas por A. flavus en los medios de cultivo liquidos.

A continuacion en las graficas 12 y 13, se muestran las actividades enzimaticas
producidas en todos los medios, tanto con pectina como con cascara de limon, sin
y con adicién de azlcares simples, para un solo tiempo de fermentacion (24
horas), con el fin de hacer una comparacién de las actividades producidas

utilizando diferentes sustratos como fuente de carbono.
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Gréfica 12 — Produccion de actividad exo-pectinolitica de A. flavus CECT-2687 en
cultivos liquidos con diferentes fuentes de carbono, todas al 1% (p/v), a las 24 horas
de fermentacion.

Concerniente a la actividad exopectinolitica, se observa que la mayor actividad
se debid al crecimiento y produccion enzimatica del hongo en los medios LPA 'y
LCA, los cuales estaban adicionados con acido galacturénico, dando actividades
de 3.60 U/mg y 5.80 U/mL, respectivamente. En el medio LCX no se tuvo
produccion en dicho tiempo, mientras que para el LPX la actividad fue muy escasa
(0.66 U/mg), lo cual indica, que la adicion de xilosa reprimié la produccién de
enzimas pectinoliticas en los medios de cultivo liquidos. Dicho efecto de represion

catabdlica, incluso fue mayor al agregar xilosa en comparacion a la glucosa, ya
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qgue en los medios LPG y LCG, se presentaron actividades enzimaticas mas altas,
de 1.40 U/mgy 4.03 U/mL, correspondientemente (gréfica 12).

Tomando la actividad exo-pectinolitica de los medios sin adicion de azlcares
como el 100%. Los resultados obtenidos a las 24 horas de fermentacion, indican
que para los medios de cultivo liquidos con cascara de limon, al afiadir acido
galacturoénico la actividad incrementé a un 129.46 %, mientras que con glucosa
disminuy6 a un 89.95 %. En cuanto a los medios de cultivo liquidos con pectina,
con adicion de acido galacturénico la actividad resulté del 182.74 %, con adicion

de glucosa del 71.06 % y finalmente, con adicion de xilosa del 33.50 %.
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Gréfica 13 — Produccién de actividad xilanolitica de A. flavus CECT-2687 en cultivos
liquidos con diferentes fuentes de carbono, todas al 1% (p/v), a las 24 horas de
fermentacion.

En lo referente a la actividad xilanolitica a las 24 horas de fermentacion, en los
medios de cultivo liquidos (gréafica 13), tenemos que solo se produjo actividad en
los medios que contenian cascara de limén, ya que en ninguno de los medios con
pectina, hubo produccidén enzimatica en dicho tiempo. La actividad mas elevada de
xilanasas se obtuvo en el medio LC con 8.16 U/mL, le sigui6 en actividad el LCX
con 1.86 U/mL y por ultimo el LCA con 0.70 U/mL, mientras que en el medio LCG

no hubo actividad. Nuevamente, tomando como el 100% la actividad obtenida en
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el medio con solamente cascara de limon, percibimos que, la actividad disminuyo
a un 22.79 % al afadir xilosa y a un 8.57 % al afiadir &cido galacturonico.
Conforme a los resultados presentados en esta Ultima parte, podemos resumir
que: la produccién de pectinasas de A. flavus CECT-2687 se vio favorecida al
afiadir a los medios tanto con cascara de limon como con pectina, acido
galacturénico, mientras que, la adicion a éstos tanto de glucosa como de xilosa,
ejercen un efecto negativo en dicha produccion, todo esto concerniente a las 24
horas de fermentacion, tiempo en el que se obtuvo, en general, la mejor
produccion enzimatica. Asimismo, observamos que la obtencién de xilanasas,
resulté ser mejor en el medio que contenia como Unica fuente de carbono céscara
de limén, y que la adiciébn de cualquiera de los azucares simples en este caso

afectd negativamente la produccion enzimatica.

5.4 Produccién de las actividades enzimaticas en cultivos soélidos con

diferentes fuentes de carbono

Los estudios de produccion enzimatica, generalmente se llevan a cabo
utilizando medios de cultivo liquidos sintéticos con sustratos puros, sin embargo,
en la naturaleza los hongos filamentosos crecen cominmente sobres superficies
sélidas, en las cuales encuentran una amplia gama de sustratos heterogéneos.
Por esta razén, en el presente estudid, se creci6 a la cepa de Aspergillus flavus
CECT-2687 en medios de cultivo sélidos, elaborados en placas Petri con agar.
Asimismo, con el fin de conocer si las diferencias de produccién enzimatica,
encontradas en los cultivos liguidos se generan de la misma manera en cultivos
sélidos.

Primeramente se crecié al hongo utilizando pectina y cascara de limén como
fuentes de carbono al 1% (p/v). Se eligieron dos zonas para la extraccion del
filtrado enzimatico, la primera consistié en una circunferencia de agar de 2 cm de
diametro ubicada en el centro de la placa, y la segunda en un anillo de agar que
circundaba a la primer zona, con un didmetro interior de 2 cm y un diametro

exterior de 3.5 cm. Se analizaron dos condiciones de crecimiento, en la primera se
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colocd una sola membrana de policarbonato en la placa, y sobre ésta el inéculo,
con el fin de separar a la biomasa producida del medio de cultivo, y en la segunda
se colocé una membrana sobre el medio y una vez que el in6culo fue absorbido,
se coloco sobre la placa una segunda membrana.

Generalmente, el cuerpo de un hongo se diferencia en una parte vegetativa
que absorbe nutrientes, y una parte reproductiva. La mayoria de los hongos se
reproducen por esporas (conidios), diminutas particulas de protoplasma rodeado
de pared celular (Carlile et al., 2001). El verdadero cuerpo del hongo, o cuerpo
vegetativo, estd escondido, formado por una red de filamentos microscoépicos
inmersa en el sustrato, denominado micelio vegetativo. En la segunda condicion
de cultivo realizada, se colocaron dos membranas sobre el medio, con el fin de
inhibir el proceso de esporulacién del hongo, y a su vez, analizar la produccion
enzimatica cuando Unicamente se desarrolla el micelio vegetativo (grafica 14 y

15).
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Gréafica 14 — Produccion de actividad exo-pectinolitica de A. flavus CECT-2687 en
cultivos solidos con distintas fuentes de carbono, en dos zonas de extraccién (exterior
e interior) y en dos condiciones de cultivo (con una y doble membrana).

Se aprecia que la produccion de enzimas pectinoliticas fue considerablemente
mas alta para la primera condicion de cultivo, en la que se desarrollaron ambas
partes del hongo, tanto la vegetativa como la reproductiva, a diferencia de la
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segunda condicion, en la que se inhibié la esporulacién y solo se formé la parte
vegetativa. En general, se tuvo mayor actividad en los medios de pectina que en
los medios de cascara de limén, aunque la variacion entre ambos no fue mucha.
La mayor actividad xilanolitica fue de 14.0 U/mL y se produjo en la zona interior
del medio de pectina con una sola membrana (grafica 14).

Como se puede ver en la grafica 15, la actividad xilanolitica fue muy superior
en los medios de cascara de limén con respecto a los medios de pectina, los
cuales presentaron muy baja actividad xilanolitica. La mejor produccion de
enzimas se presentd con una sola membrana en la zona interior con 14.45 U/mL,

seguida de la zona exterior también con una membrana con 9.90 U/mL.
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Gréfica 15 — Produccién de actividad xilanolitica de A. flavus CECT-2687 en cultivos
sélidos con distintas fuentes de carbono, en dos zonas de extraccion (exterior e
interior) y en dos condiciones de cultivo (con una y doble membrana).

Dado que la actividad enziméatica fue en general semejante para ambas zonas
de extraccion, tanto para la exterior como para la interior. En los siguientes
experimentos, el filtrado enzimatico se extrajo de una sola zona, que consistié en
una circunferencia de agar con un diametro de 3.5 cm, la cual en la mayoria de los
casos, abarco toda la region en que crecio6 la colonia del hongo.

Posteriormente, se elaboraron medios de cultivo solidos, a los que se

adicionaron azlcares simples, con el fin de comparar si los procesos de
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represion/induccion son los mismos que se presentaron en el caso de los medios
de cultivo liquidos. Nuevamente se evaluaron las dos condiciones de crecimiento
anteriormente descritas, con una y doble membrana. Los azucares adicionados a
los medios de cascara de limén (Cas) y de pectina (Pec) fueron acido
galacturonico (Ac gal), glucosa (Glu) y xilosa (Xil), graficas 16-19.

Referente a la actividad exo-pectinolitica, en la grafica 16 se muestra que la
mejor actividad se presentd, para ambas condiciones de crecimiento, en los
medios de cultivo con cascara de limon como unica fuente de carbono. Y de nuevo
la actividad se vio afectada de manera negativa cuando el hongo no tuvo la
capacidad de esporular. En todos los casos, la actividad se vio disminuida en gran
medida al agregar una fuente de carbono facilmente asimilable. Con el &cido
galacturénico la disminucion de la actividad pectinonolitica no resultd ser tan
drastica como en el caso en que se adiciond glucosa y xilosa. Sin embargo, en
ésta ocasion, el &cido galacturonico reprimid la sintesis de pectinasas, caso
contrario al efecto producido en los cultivos liquidos en los cuales indujo dicha
actividad (grafica 8 y 10).
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Gréfica 16 — Produccién de actividad exo-pectinolitica de A. flavus CECT-2687 en
cultivos sdlidos con distintas fuentes de carbono y en dos condiciones de cultivo (con
una y doble membrana).
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En lo correspondiente a la actividad de xilanasas (grafica 17), cuando los
medios con una membrana fueron adicionados con xilosa, la produccién de
enzimas degradadoras del xilano, se increment6 de 11.39 U/g a 20.81 U/g en el
medio de cascara de limon, y de 2.26 U/g a 8.55 U/g en el medio de pectina. Y
para los medios con doble membrana, al agregar xilosa, la actividad ascendi6 de
4.70 U/g a 4.74 Ulg en el medio de cascara de limon y de 0.39 U/g a 2.72 U/g en
el medio de pectina. Lo que indica, que la xilosa ejercid un eficaz efecto de
induccion en la actividad xilanolitica para los medios de cultivo sélidos,
especialmente cuando el hongo crece con una sola membrana, caso contrario a lo

que sucedid en los cultivos liquidos en los cuales la xilosa actu6 como represor

(gréfica 11).
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Gréfica 17 — Produccién de actividad xilanolitica de A. flavus CECT-2687 en cultivos
sélidos con distintas fuentes de carbono y en dos condiciones de cultivo (con una y
doble membrana).

Los datos obtenidos anteriormente, sugieren que el metabolismo del hongo, en
cuanto a la produccion de enzimas hidroliticas, disminuyd considerablemente
cuando éste no esporulé. Suponemos que una posible explicacion a este
fendmeno, se relaciona con la intervencion de la parte reproductiva de los hongos
en la activacion del metabolismo, y por ende, en la produccioén de muchas enzimas

gue se requieren para la sintesis y modificacion de polisacaridos de la pared
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celular, entre esas enzimas estan las que son objeto de éste trabajo. Por ello,
podria decirse que hay una sintesis aumentada de muchos sistemas enzimaticos.
Por otro lado, esto también podria deberse a que la presencia de la segunda
membrana, constituyé un impedimento tanto fisico como al paso del oxigeno para
el hongo, y esto ocasiond a éste cierto estrés o limitacion en la sintesis de las
xilanasas y pectinasas (Gomez C. Tesis Doctorado, UNAM, 2010). Sin embargo,
no sabemos con exactitud cual de estas dos teorias es la més acertada.

Dado que la mejor produccion enzimatica se logré cuando el hongo fue capaz
de formar esporas, en los siguientes ensayos, se crecio al hongo con solamente
una membrana. Ademas, la produccion de enzimas exo-pectinoliticas se midié con
dos diferentes sustratos enzimaticos, &cido poligalacturonico (APG) y pectina
(grafica 18). Cabe mencionar que hasta antes de este punto solo se habia
utilizado pectina como sustrato enzimético. Sin embargo, ahora se usaron estos
dos sustratos para averiguar si se producen en mayor cantidad las
poligalacturonasas (PG) que degradan acido poligalacturénico o las
polimetilgalacturonasas (PMG) que degradan dicho polimero metilado, es decir, la

pectina (Jayani, 2005).
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Gréfica 18 — Produccién de actividad exo-pectinolitica de A. flavus CECT-2687 en
cultivos sélidos con distintas fuentes de carbono, en una sola condicién de cultivo
(con una membrana), utilizando como sustratos enziméticos pectina y acido
poligalacturénico (APG), ambos al 1% (p/v).
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En la mayoria de los medios estudiados, resulté ser mayor la produccion de PG
en comparacion de las PMG, con excepcion del medio Pec-Ac gal, en el cual hubo
mas actividad de PMG con 6.65 U/g que de PG con 0.95 U/g, y la fuente de
carbono en que se genero la mayor cantidad de PG fue la cascara de limén sola
con 10.42 Ulg. En este ensayo solamente se indujo la actividad de PMG al
agregar acido poligalacturénico en el medio con pectina, fuera de ello, en todos los
demas casos en que se adicion6 un azucar simple, la actividad enzimética sufrio
un efecto represor.

En el caso de la xilanasas, al afiadir xilosa a los cultivos sdlidos, la actividad se
elevdo de manera importante, teniendo una actividad en el medio de cascara de
limén con xilosa de 47.65 U/g y en el medio de pectina con xilosa de 8.59 U/g,
como se muestra en la grafica 19. Como se ha observd en experimentos
anteriores, en los cultivos de pectina, la actividad xilanolitica fue practicamente es
despreciable, sin embargo, en estd ocasion, al adicionar xilosa se tuvo una

considerable produccion de xilanasas.
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Gréfica 19 — Produccién de actividad xilanolitica de A. flavus CECT-2687 en cultivos
sélidos con distintas fuentes de carbono, en una sola condicién de cultivo (con una
membrana).

Nuevamente tomando como 100% los cultivos sélidos sin adicion de azUlcares

sencillos, tenemos que la produccion de la actividad enzimatica de PMG, PG y
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xilanasas, fueron respectivamente: 37.77%, 63.82% y 55.52% en Cas-Ac gal,
18.49%, 71.69% y 37.49% en Cas-Glu; 67.59%, 71.69% y 482.78% en Cas-Xil;
253.82% 9.79% y 19.78% en Pec-Ac gal; 14.50%, 22.67% y 12.31% en Pec-Glu; y
finalmente 36.26%, 48.21% y 320.52% en Pec-Xil. De lo anterior destaca, que
para los medios con cascara de limon, la Unica actividad inducida fue la xilandlitica
al adicionar xilosa, mientras que para los medios con pectina, las PMG fueron
inducidas al adicionar 4cido galacturénico, y las xilanasas al adicionar xilosa.

En la grafica 20 se muestran valores promedio de las actividades enzimaticas
producidas por Aspergillus flavus CECT-2687 en medios de cultivo sélidos con
distintas fuentes de carbono: cdscara de limon sola y con xilosa, y pectina sola y
con xilosa, todas al 1% (p/v). En todos los casos, la mayor cantidad de pectinasas
y Xilanasas se obtuvo utilizando cascara de liméon como fuente de carbono, en
comparacion con el uso de la pectina. Las enzimas pectinoliticas sufrieron
represion catabdlica cuando el hongo creci6é en presencia de azUcares facilmente
asimilables como la xilosa, tanto para los medios de cascara como para los de
pectina. Sin embargo, las enzimas xilanoliticas fueron inducidas, cuando el hongo

crecio en presencia de xilosa.
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Gréfica 20 - Producciéon de actividades enzimaticas de A. flavus CECT-2687 en
cultivos solidos con distintas fuentes de carbono, en una sola condicion de cultivo
(con una membrana).
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Finalmente se emplearon medios soélidos con salvado de trigo, olote de maiz y
xilano de abedul, como fuentes de carbono, todos al 1% (p/v). Al igual que en los
cultivos liquidos (gréfica 5), las enzimas pectinoliticas se produjeron escasamente
en los cultivos sdlidos, debido principalmente a la composicion quimica de dichos
sustratos, como ya menciond anteriormente. Sin embargo, siguiendo la misma
tendencia que en los cultivos liquidos (gréfica 6), se obtuvo una gran cantidad de
enzimas xilanoliticas, teniendo a las 96 horas de fermentacion una actividad de
19.22 U/g en el medio de salvado, de 13.29 U/g en el medio de olote y de 6.84 U/g

en el medio de xilano (grafica 21).
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Grafica 21 — Produccién de actividades exo-pectinolitica y xilanolitica de A. flavus
CECT-2687 en cultivos sélidos con distintas fuentes de carbono, en una sola
condicién de cultivo (con una membrana).

5.5 Crecimiento de Aspergillus flavus CECT-2687 en cultivos soélidos

utilizando diferentes fuentes de carbono

Con el fin de establecer la capacidad de crecimiento de Aspergillus flavus
CECT-2687 en diferentes fuentes de carbono y determinar indirectamente sus
preferencias nutricionales, se evalué el crecimiento de la cepa en una amplia
variedad de fuentes de carbono que incluyeron sustratos complejos (cascara de

limén, olote de maiz y salvado de trigo); polisacaridos propios de la pared celular
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de las plantas (pectina y xilano) y medios afladidos con azucares simples (acido
galacturoénico, glucosa y xilosa).

Se observo que el crecimiento y las caracteristicas morfologicas de la colonia
del hongo fueron diferentes para los medios que contenian diferentes tipos de
sustratos como fuente de carbono. En relacion a las caracteristicas macroscopicas
de A. flavus, las colonias son de color verde olivaceo a verde amarillento; micelio
blanco; esclerocios, cuando estan presentes, de color marron oscuro a negro,
variables en forma y tamafo; reverso incoloro, marrén claro o anaranjado; textura

de la colonia variable, generalmente lanosa o aterciopelada (Abarca, 2000).

Fotografia 3 — Crecimiento de Aspergillus flavus CECT-2687 a las 120 horas de
incubacion a 37 °C en cultivos sdlidos con diversas fuentes de carbono: a) pectina; b)
pectina con acido galacturénico; c) pectina con glucosa; d) pectina con xilosa, todas al
1% p/v (clu).

En la fotografia 3, se observan las diferencias macroscépicas de las colonias
de A. flavus en cultivos sélidos de pectina sola y con adicion de diversos azucares,
durante 120 horas de incubacion a 37 °C. En el medio de pectina sola (imagen a),

la colonia es en general blanca, aunque posee al centro cierta coloracion verdosa,
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el hongo esporulé escasamente y las esporas no adquirieron el color verde pardo
caracteristico. En el medio de pectina con &cido galacturénico (imagen b), la
colonia es mas compacta y color verde olivo con un pequefio borde blanco, en
este caso el hongo generd una cantidad considerable de esporas. En el medio de
pectina con glucosa y de pectina con xilosa (imagenes c y d), las caracteristicas
de ambas colonias fueron muy similares, el micelio presentd una coloracion
blanca-amarillenta y ciertos pliegues que le dieron una apariencia rugosa y

estrellada, éste caso la esporulacion de las colonias fue muy escasa.

Fotografia 4 — Crecimiento de Aspergillus flavus CECT-2687 a las 120 horas de
incubacion a 37 °C en cultivos sélidos con diversas fuentes de carbono: e) ciscara de
limén; f) cascara de limén con &cido galacturénico; g) cascara de limoén con glucosa,;
h) cascara de limon con xilosa, todas al 1% (p/v).

En la fotografia 4, se pueden ver las diferentes colonias de A. flavus en cultivos
sélidos de cascara de limén a las 120 horas de incubacion a 37 °C. En el medio de
cascara de limon sola (imagen €), la morfologia de la colonia es muy semejante a
la que se present6 en el medio con pectina sola, en general, la colonia es blanca
con una zona verdosa al centro, y con una gran cantidad de esporas que le dieron
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un aspecto voluminoso. En el medio de cascara de limén con acido galacturénico
(imagen f), la colonia es verde olivo, compacta y aterciopelada, con un pequefio
borde blanco y una cantidad excesiva de esporas. En los medios de céscara de
limén con glucosa (imagen g) y con xilosa (imagen h), nuevamente las
caracteristicas macroscopicas del hongo fueron muy similares, ambas colonias
presentaron una coloracion verde intensa y un borde blanco amplio, ademas las
colonias mostraron ciertos pliegues que les dieron una apariencia estrellada, en

éstos medios, el hongo también produjo una cantidad notable de esporas.

Fotografia 5 — Crecimiento de Aspergillus flavus CECT-2687 a las 96 horas de
incubacion a 37 °C en cultivos soélidos con diversas fuentes de carbono: i) olote de
maiz; j) salvado de trigo; k) xilano de abedul, todas al 1% p/v (c/u).

En la fotografia 5, se muestran las caracteristicas macroscopicas de las
colonias de A. flavus en cultivos soélidos con olote de maiz, salvado de trigo y
xilano de abedul como fuentes de carbono, a las 96 horas de incubacién a 37 °C.
En estos tres medios, el hongo desarroll6 una morfologia semejante, las colonias
en su mayoria presentaron una ligera coloracion verdosa-amarillenta y un amplio

borde blanco, debido a que la esporulacién del hongo fue escasa y el crecimiento
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deficiente, sin embargo, las actividades xilanoliticas producidas en dichos medios
de cultivo resultaron elevadas considerando el limitado desarrollo del hongo.

La capacidad de crecimiento y desarrollo del hongo, asi como sus preferencias
nutricionales, se relacionaron indirectamente con el crecimiento radial que
presentaron las colonias en los diferentes medios de cultivo sélido, para ello, se
determind el tamafio del didmetro de las colonias de Aspergillus flavus CECT-2687
en cada uno de los medios a las 96 horas de incubacion a 37 °C. Los datos

obtenidos con respecto a esto se presentan en la figura 25.

Crecimiento radial de A. flavus CECT-2687
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Gréfica 22 — Crecimiento radial de A. flavus CECT-2687 en cultivos solidos utilizando
diversas fuentes de carbono, todas al 1% p/v (c/u). P - Pectina, PA - Pectina con
acido galacturénico, PG - Pectina con glucosa, PX - Pectina con xilosa, C — Cascara
de limén, CA - Cascara de limén con acido galacturénico, CG - Céscara de limén con
glucosa, CX - Cascara de limon con xilosa, O — olote de maiz, S — Salvado de trigo y
X — Xilano de abedul.

Las colonias del hongo presentaron un mayor crecimiento radial en los medios
de cultivo adicionados con azucares facilmente asimilables, en comparacién a los
medios con fuentes de carbono mas complejas (grafica 22). Las colonias de A.
flavus con mayor diametro se obtuvieron en los cultivos adicionados con xilosa, le
siguieron los de acido galacturénico y finalmente los de glucosa, lo cual resultd
sorprendente, dado que la glucosa es metabdlicamente el azicar mas facilmente
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asimilable para la mayoria de los microorganismos, y por ello, generalmente en
presencia de este azucar éstos tienen un rapido y exitoso crecimiento.

Con respecto a los medios con una fuente de carbono mas compleja, el
crecimiento radial se vio mas favorecido con céscara de limon como sustrato, en
donde se obtuvo la colonia con el mayor diametro (2.81 cm), le siguieron el olote
de maiz (2.67 cm), el salvado de trigo (2.51 cm), la pectina (2.33 cm) y finalmente

el xilano de abedul (1.3 cm), sustrato en el que se obtuvo la colonia mas pequefia.

5.6 Perfil electroforético de los filtrados enzimaticos obtenidos en cultivos

solidos con diferentes fuentes de carbono

En la naturaleza, Aspergillus flavus se encuentra con distintos sustratos y
diversas condiciones ambientales, por lo que entonces puede producir una gran
variedad de formas enzimaticas, con propiedades mas adecuadas a las nuevas

circunstancias, que le permita degradar los polimeros de la manera més eficiente.
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Fotografia 6 — Gel de electroforesis SDS-PAGE. Se corrieron muestras de filtrados
enzimaticos de Aspergillus flavus CECT-2687 obtenidos a las 96 horas de
fermentacion con diferentes fuentes de carbono: 1. pectina; 2. pectina con xilosa; 3.
cascara de limon; 4. cascara de limon con xilosa, todas al 1% (p/v). MMW marcador
de peso molecular.
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Por lo antes dicho, se deduce que pudieran haber mdultiples formas de las
enzimas que coexisten en un momento determinado, e incluso que dicha
composicién de isoenzimas puede variar a lo largo del desarrollo del hongo,
dependiendo del sustrato y condiciones en que éste se desarrolle.

En la fotografia 6 se observan los perfiles enzimaticos de los filtrados
producidos por Aspergillus flavus CECT-2687 en cultivos solidos utilizando
diferentes fuentes de carbono. Con el filtrado libre de células obtenido cuando el
hongo fue cultivado en presencia de pectina como Unica fuente de carbono (carril
1), son distinguidas con claridad al menos 7 bandas en el rango de 45 - 100 KDa,
mientras que cuando el hongo fue cultivado en el medio con pectina adicionado de
xilosa (carril 2), todas esas bandas practicamente desaparecieron, lo que nos
indica que la sintesis de dichas proteinas fue inhibida en presencia de xilosa, es
decir, dicho azucar denot6 un claro efecto represor en el metabolismo del hongo
en dichas condiciones de ensayo.

Por otra parte, con la muestra del filtrado que contenia cascara de limén como
Unica fuente de carbono (carril 3), se observo un perfil proteico similar al mostrado
con pectina sola (carril 1), pero en éste caso las bandas fueron mas intensas.

Finalmente en el carril 4, que contiene el filtrado enzimatico obtenido cuando el
hongo fue cultivado en el medio de cascara de limon adicionado de xilosa, el
namero de bandas se redujo considerablemente, aunque no en su totalidad, en
comparacion con las bandas del carril 3. En ésta muestra, dado que se presento
una clara induccion con respecto a la actividad xilanolitica (Grafica 19), podemos
deducir que las enzimas reprimidas estan relacionadas mas bien con la
degradacion de pectina, y por ello, probablemente las bandas presentes en el
carril 4 corresponden a enzimas xilanoliticas.

En los patrones electroforéticos de los filtrados enzimaticos de A. flavus
obtenidos en cultivos soélidos con adicion de xilosa como una segunda fuente de
carbono, el nimero de bandas detectadas en el gel se redujo considerablemente,
en comparacién con los perfiles obtenidos cuando el hongo crecidé con pectina o

cascara de limén como Unica fuente de carbono.
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CAPITULO VI

6. DISCUSION GENERAL

En el presente trabajo se evaluo la influencia que tiene la fuente de carbono
sobre la produccion enziméatica de Aspergillus flavus CECT-2687 y se analizo la
actividad pectinolitica y xilanolitica de extractos extracelulares obtenidos en
medios de cultivo liquidos y solidos, utilizando una gran variedad de sustratos

tanto simples como complejos.

Si bien, Aspergillus flavus ha sido estudiado detalladamente, en relacion a su
capacidad de infectar organismos y producir potentes aflatoxinas (Hedayati et al.,
2007). Poco se ha profundizado, con respecto a la capacidad que tiene para
producir, en medios de cultivo sdlidos con distintas fuentes de carbono, enzimas
responsables de degradar la pared de células vegetales, a pesar de saber, que la
secrecion de éstas se ha visto fuertemente relacionada con su capacidad de
invasion y patogenicidad (Mellon et al., 2004). La produccién de dichas enzimas
normalmente ha sido analizada en medios de cultivo liquidos. Sin embargo, en
éste trabajo, se incluye ademas la produccion en medios de cultivo sélidos, con el
objetivo principal de adquirir un panorama mas amplio de la produccion enzimatica
de una cepa de A. flavus en diversos medios de cultivo tanto liquidos como
solidos.

Los resultados obtenidos indican que el crecimiento y la produccion enzimatica
de A. flavus CECT-2687 estan fuertemente influenciados por la fuente de carbono,
ademas, se observé que algunas de las tendencias de produccién enzimatica
encontradas en los cultivos liquidos no se reprodujeron de la misma forma en los
cultivos soélidos. Cabe recordar, que la regulacién de la secrecion de dichas

hidrolasas es compleja y dependiente del sustrato (Mellon et al., 2004).
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Se determind que el sustrato complejo mas favorable para la produccion de
pectinasas fue la cascara de limoén, mientras que para las xilanasas fue el salvado

de trigo, tanto en medios de cultivo liquidos como en sélidos.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo, se encontré que el acido
galacturoénico indujo la actividad de exopectinasas en los cultivos liquidos pero no
en los cultivos solidos. Y por el contrario, la xilosa indujo la actividad de xilanasas
en los cultivos solidos pero no en los liquidos. La adicion de glucosa en todos los

casos promovio un efecto de represion catabdlica.

En los cultivos soélidos se encontré6 que la produccion enzimatica resulta
drasticamente afectada cuando el hongo no tiene la capacidad de esporular, es
decir, no se producen enzimas con el crecimiento de solamente el micelio

vegetativo.

La cepa de Aspergillus fue crecida en diferentes cultivos solidos complejos, se
observé que las caracteristicas macroscopicas de las colonias vario de acuerdo a

la fuente de carbono disponible para el crecimiento del hongo.

El perfil proteico que mostré Aspergillus flavus cuando crecié con una Unica
fuente de carbono, tanto con pectina como con cascara de limon resulté similar. La
gama de bandas de proteinas disminuyé de manera importante, cuando el hongo

crecié en presencia de un azucar sencillo, como lo es la xilosa.
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CAPITULO VII

7. CONCLUSIONES

1. Se analiz6 y compar6 la produccién enzimatica de pectinasas y xilanasas de
Aspergillus flavus CECT-2687 en medios de cultivo liquidos y sélidos con diversas

fuentes de carbono.

2. Se desarroll6 y efectu6 una nueva técnica para la obtencion de enzimas
degradadoras de la pared celular de plantas a partir de cultivos sélidos utilizando
medios de agar en placas Petri.

3. Se observd que la produccion enzimética del hongo depende en gran medida
de la fuente de carbono contenida en los medios. Se produjeron pectinasas y
xilanasas en cultivos liquidos con cada una de las siguientes fuentes de carbono:
pectina citrica, xilano de abedul, olote de maiz, salvado de trigo y cascara de
limén, todas al 1 % (p/v). Por otra parte, en los cultivos liqguidos con azucares
sencillos como acido galacturénico, glucosa y xilosa, como Unica fuente de

carbono, la cepa no produjo ninguna actividad enzimatica.

4. En los cultivos liquidos, el mejor sustrato para la produccién de pectinasas fue

la cascara de limoén, mientras que para las xilanasas fue el salvado de trigo.

5. La produccion de enzimas exo-pectinoliticas por A. flavus CECT-2687 en
cultivos liquidos, tanto de cascara de limén como de pectina fue estimulada
considerablemente cuando estas fuentes de carbono se adicionaron con &cido
galacturonico al 1 % (p/v), dichos medios presentaron, respectivamente, a las 24

horas de fermentacion una actividad exopectinolitica del 129.46 % y del 182.74 %.
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6. En cultivos liquidos, el efecto represor en la produccion de pectinasas se
demostré cuando se adiciond glucosa o xilosa, ambas al 1% (p/v). Mientras, que la
produccion de xilanasas fue reprimida al adicionar glucosa o &cido galacturénico o

xilosa, todos al 1% (p/v).

7. La mejor produccién de poligalacturonasas se obtuvo en con cascara de limon
sola, mientras que la de polimetil-galacturonasas con pectina adicionada con &cido

galacturonico, en cultivos solidos.

8. La produccién de enzimas xilanoliticas fue altamente estimulada por la adicion

de xilosa al 1 % (p/v) en los cultivos solidos con céscara de limén o pectina.

9. La produccion de pectinasas en cultivos solidos con salvado de trigo, olote de
maiz y xilano de abedul, como fuente de carbono resultd ser muy escasa, a

diferencia de la produccion de xilanasas, la cual fue considerablemente alta.

10. La produccion enzimatica del hongo en cultivos sélidos resulté altamente
disminuida cuando éste fue crecido en el sistema de doble membrana y no tuvo la

capacidad de formar esporas.

11. La cepa de Aspergillus flavus CECT-2687 crecid bien en los cultivos solidos
con sustratos complejos como fuente de carbono. El mayor crecimiento radial de
la colonia se obtuvo en el medio de pectina con xilosa, mientras que el menor en
el medio con xilano de abedul. Las caracteristicas morfoldégicas del hongo a nivel
macroscopico difieren cuando éste es crecido en los cultivos sélidos con distintas

fuentes de carbono.

12. El perfil enzimatico de Aspergillus flavus CECT-2687 obtenido en cultivos
sélidos disminuyé drasticamente al adicionar un azucar facilmente asimilable a
fuentes de carbono mas complejas, como la pectina y la cascara de limén,

indicando que la produccion de éstas enzimas esta sujeta a represion catabdlica.
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