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Andlisis comparativo de las enzimas de A. flavus y A. niger creciendo en fuentes complejas de carbono.

CAPITULO 1. INTRODUCCION

El género Aspergillus uno de los mas fascinantes grupos de hongos debido a su inmensa
diversidad bioldgica, ademas de que los mohos de este género estdn intimamente relacionados con la
industria alimentaria, claros ejemplos son A. oryzae que es utilizado en la realizacién del sake y A. niger
gue se utiliza tanto para la produccién de acido citrico como en la produccién de enzimas con
aplicaciones en procesos unitarios durante la produccién de alimentos. Del mismo modo, son de vital

importancia para la industria farmacéutica, ya que se utilizan en la produccién de antibioticos.

Se sabe que A. niger es un hongo ascomiceto filamentoso y sapréfito lo que lo hace capaz de
desarrollarse en materia organica en descomposicion y que ademas para hacerlo cuenta con una
amplia gama de enzimas degradadoras de polisacdridos. Este microorganismo ha sido reconocido por
la FDA (Food and Drug Administracion) como microorganismo GRAS (Generally Recognized As Safe), es
econdmicamente importante en la industria alimentaria, ya que es utilizado sin restricciones en la
produccién industrial de acido citrico y muchas otras enzimas que son de uso comun en diversas

industrias.

Por otro lado A. flavus, es un hongo sapréfito que tiene la habilidad de colonizar tanto materia en
descomposicion, como plantas en desarrollo. Este microorganismo es ampliamente conocido por su
capacidad para producir aflatoxinas, lo que hace que su presencia en cualquier tipo de alimento sea
poco deseable. Por esta caracteristica tiene un gran impacto econdmico, por las enormes pérdidas que
ocasiona en diversos cultivos cada afio. Los cultivos mas frecuentemente contaminados con A. flavus
son el maiz, el algodén y el cacahuate, aunque este microorganismo no es especie especifico y puede

ser encontrado en muchos cereales durante su almacenamiento.

Se sabe que los tejidos vegetales estan compuestos en su mayoria por polimeros de gran peso
molecular, entre los que se destaca la pared celular vegetal, la cual tiene la funcidon principal de
soportar la presién de turgencia osmdtica de la misma, ésta se constituye por capas de microfibrillas de

celulosa que estan incrustados en una matriz compuesta de pectina y hemicelulosa.
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Tanto A. niger como A. flavus producen enzimas que les sirven para degradar los polisacarido de la
pared celular de las plantas lo que les permite aprovechar estos materiales como nutrientes para
crecer. Una diferencia interesante es que A. niger produce una amplia bateria de enzimas para
degradar polisacaridos y se han encontrado, por ejemplo, cerca de 70 genes que codifican para
enzimas que degradan pectina y substancias relacionadas de los cuales se han caracterizado y
estudiado con detalle cerca de 30 enzimas, mientras que en A. flavus se han identificado 18 genes y
s6lo se conocen 4 enzimas. Este hecho llama la atencidon ya que A. niger teniendo gran potencial
genético y enzimatico no coloniza plantas y crece sélo en materia organica en decaimiento, mientras

qgue A. flavus es capaz de crecer en tejidos viables de plantas con apenas una cuantas enzimas.

El problema que se desea elucidar en este trabajo es, determinar si las enzimas secretadas por estos
hongos juegan un papel importante en el mecanismo de patogenicidad de A. flavus sobre plantas vivas
y tratar de definir el por qué A. niger a pesar de contar con su vasta gama de enzimas sdlo es saprdfito
gue no crece ni coloniza las plantas u organismos vivos. Es decir, si las escasas enzimas que produce A.

flavus son mas eficientes que las que produce A. niger, lo que le facilita la colonizacién de plantas vivas.

Para lograr lo anterior se compard y cuantificd las enzimas secretadas por A. flavus CECT-2687 y A.
niger N-402, en medios con diferentes fuentes complejas de carbono; como olote de maiz, salvado de
trigo y cascara de limén, para degradar los polimeros de la pared celular vegetal presentes en el medio,
debido a que es la manera mas sencilla para simular el medio normal en el que se desarrollan estos

hongos.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Los hongos

Los hongos constituyen un conjunto de seres vivos que incluyen desde organismos unicelulares
hasta organismos pluricelulares macroscépicos. Estan formados por células eucariontes cubierta por
una pared rigida, se caracterizan por ser inmoéviles y presentar nutricion heterétrofa por absorcién y
reproduccion sexual y asexual. Se presentan en 2 principales tipos de morfologia: una multicelular

denominada filamentosa y otra unicelular denominada levaduriforme (Galagan, et al., 2005)

Los hongos filamentosos son un grupo muy numeroso de organismos, cerca de 500,000 especies, que
estan formados por células cilindricas alargadas y tienen un rango muy amplio de distribucién en la
naturaleza, donde juegan un papel importante; ya que contribuyen a la descomposicién de la materia
organica, asi como de otros ciclos bioldgicos (Brambl, 2009). También son organismos aerobios que
macroscopicamente producen colonias algodonosas con presencia de esporas y microscopicamente

presentan estructuras tubulares, formados por multiples células, denominadas hifas.

Los hongos obtienen los nutrientes por absorcién y tienen un metabolismo quimioheterétrofo, ya que
obtienen la energia y el carbono de compuestos organicos sintetizados por otros organismos; lo
anterior condiciona su modo de vida, ya que para desarrollarse necesitan estar asociados a materia
organica en descomposicidn, participando en los ciclos de carbono y otros elementos naturales (Abbas,

et al., 2005).

Los hongos pueden degradar una gran cantidad de componentes, para lo que disponen de potentes
exoenzimas, que en algunos casos pueden servirles de factor de virulencia en el hospedero (Kim, et al.,
2010). La reproduccién de la mayoria de los hongos filamentosos puede ser tanto asexual como sexual
los hongos que pueden realizar ambos tipos de reproduccién sexual son conocidos como hongos
verdaderos y los que sdlo se reproducen de manera asexual, como pseudohongos. La reproduccion
asexual es aquella en la que la célula hija se separa de la madre mediante divisidon celular, es decir
mitosis y se lleva a cabo mediante la formacién de esporas en hifas especializadas y la reproduccién

sexual se lleva a cabo en células distales con distinta diferenciacién sexual, seguida de una segunda
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fase de fusion de nucleos, recombinacién y posterior meiosis, que da como resultado esporas sexuales

haploides en drganos de reproduccion diferenciados (Geiser, 2009).

En el caso especifico de los hongos filamentosos las células hijas se forman en el extremo apical de los
filamentos, por elongacidn y tabicacién, por lo que no se separan de las hijas. Por ello para facilitar la
dispersién a distancia de los hongos filamentosos se forman asexualmente esporas unicelulares de

facil dispersion.
2.2 El género Aspergillus

El género Aspergillus es uno de los mds fascinantes grupos de hongos debido a su inmensa
diversidad tanto ecolégica como metabdlicamente hablando. Los mohos del género Aspergillus estan
intimamente relacionados con la industria alimentaria ya que son cruciales en la misma, claros
ejemplos son A. oryzae que es utilizado en la realizacion del sake y A. niger que se utiliza tanto para la
produccidon de acido citrico como en la produccién de enzimas con aplicaciones en procesos de
produccién de alimentos (Kim y Marten, 2008). También, se sabe que generalmente son la causa del

deterioro de muchos productos alimenticios desde semillas hasta productos alimenticios procesados.

Figura 1. Maiz infectado por A. flavus (www.aspergillusflavus.org)

Una de las caracteristicas mas importantes, biotecnolégicamente hablando, es la produccion y

secrecion de numerosas enzimas, acidos organicos y otros metabolitos secundarios, sin embargo otros
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productos metabdlicos suelen ser muy téxicos y son parte de la invasion fungica en el hombre y otros
seres vivos, un ejemplo muy claro es la infeccion de semillas donde causan la inhibicién de la

germinacién y la posterior podredumbre de las mismas (Perrone, et al., 2007)

Otra caracteristica muy significativa es que algunas especies, como Aspergillus flavus, pueden actuar
como patdgenos tanto en plantas como en animales causando Aspergillosis. Sin embargo, para que
esta infeccién ocurra por parte de estos mohos, es necesario que el hospedero presente

inmunodepresion (Mellon, et al.,2007)

La facilidad con la que las esporas de este género se dispersan a través de los ecosistemas por medio
de corrientes de aire, ademas de su capacidad de crecer practicamente en cualquier ecosistema,
siempre y cuando la humedad y la disponibilidad de nutrientes lo permitan, hace que este género sea
considerado como ubicuo. Otra caracteristica que define a los hongos en general es su estrategia
nutricional, debido a que son organismos incapaces de desplazarse, secretan acidos y enzimas en la
superficie en la que se desarrollan degradando polimeros de azUcares en mondémeros que pueden ser
absorbidos a la célula fungica (Kim y Marten, 2008). Taxonédmicamente, la manera mads rapida para
identificar una especie de Aspergillus es el tamaio y la forma de la cabeza conidial y el color y tamafio

de las esporas.

cabeza conidial

|EIpIUDT EZSED

fialide
monoseriada

I

—

== primaria

|| secundariz fialide
biseriada

conidioforo

( célula pie ) Hifa tabicada ( célula pie )

Figura 2: Morfologia microscopica del conidiéforo de Aspergillus spp (Alcald, et al., 2009)
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Cada componente de la morfologia microscopica del conidiéforo de este género (Figura 2), tiene un
importante papel para el desarrollo y proliferacién del mismo. El conidiéforo es la base que soporta la
cabeza conidial y que surge como una ramificacién perpendicular del micelio, por otro lado la cabeza
conidial esta formada por la vesicula, las fialides y las conidias, la morfologia de ésta es fundamental
para la caracterizacidon de una cepa de Aspergillus. Las fialides son las células generadoras de conidias
gue se forman en toda la superficie de la vesicula. Las conidias en el caso del género Aspergillus son

fialosporas y forman cadenas no ramificadas y pueden ser pigmentadas o no. Por ejemplo, la cepa A.

niger posee esporas negras y A. flavus esporas verdes y pequefias.

Figura 3. Vistas microscopicas de los hongos (a) Aspergillus flavus (Carrillo, 2003) y (b) Aspergillus niger (Carrillo, 2003).

2.3 Aspergillus flavus

Aspergillus flavus es un hongo sapréfito con la habilidad de utilizar un amplio rango de fuentes
de nutrientes y que tiene una gran importancia econdmica y patogénica, ya que es productor de una
micotoxina hepatocarcinogenica, principalmente la B1, que causa pérdidas millonarias anuales en el
sector agropecuario, al tener que rechazar cualquier cosecha que contenga mds de 20 ppb de
aflatoxina B1 para la FDA (US Food and Drug Adminitration) y 4 ppb para la Unién Europea (Mellon, et

al., 2007), en productos para alimentacién humana y animal (Hedayati, et al., 2007)
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Aspergillus flavus es un patogeno oportunista que ha sido aislado de cultivos como maiz, cacahuate,
algodon y de otros organismos tales como aves, mamiferos e insectos (Mellon, et al., 2007), se dice
gue es oportunista, ya que generalmente ataca el tejido vegetal o animal enfermo o dafiado. En el caso
de los vegetales, ataca aquellos que han sido dafados por insectos o que han sido almacenados en
malas condiciones, es decir, en una humedad relativa mayor al 13% y temperaturas mayores a 30° C

(Wrather, et al., 2000).

Se ha encontrado que Aspergillus flavus cuenta con 18 genes que codifican para enzimas enfocadas en
la degradaciéon de polimeros de pared celular vegetal, de las cuales 4 estan caracterizadas como

pectinasas (Luo, et al., 2011)

Por otro lado, A. flavus suele formar colonias con una densa capa de conidias que se encuentran en un
rango de colores entre el amarillo y el verde con un didmetro de 3 a 5 cm. (Jiujaiang, et al., 2005). Las

cabezas de las conidias tipicamente son radiales (Rodrigues, et al., 2007).

Las colonias de A. flavus, con un didmetro aproximado de 2-4 cm, suelen formar una densa capa de
conidias amarillo verdosas al ser incubado por 4 dias en medio Sabouraud a 37°C. Las conidias suelen
ser radiales y los conidiéforos pueden crecer de 1 a 2.5 mm de longitud. Las vesiculas tienen un
diametro promedio de 25-45 um. Las conidias miden 3.6 um de diametro y son de color verde palido

(Samson, et al., 2004).

Figura 4. Aspergillus flavus en medio Sabouraud.
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2.4 Aspergillus niger

Se sabe que Aspergillus niger, tiene una amplia distribucién mundial, su ocurrencia ha sido
documentada desde la regidn artica hasta el trépico. A diferencia de otras especies, los reportes de A.
niger en el trépico no superan el 50% del total reportado, sin embargo se reconoce que es mas comun

en regiones calidas. (Samson, et al., 2006).

Se encuentra, principalmente en materia organica en descomposicidn, y produce una muy variada
gama de enzimas. Es considerado un microorganismo saprobio comun del suelo. Sin embargo, en su
interaccidon con el hombre y animales, este hongo se reconoce como patégeno asociado a infecciones
del oido medio y externo, también se ha asociado a enfermedades pulmonares y renales. Como
fitopatdgeno se ha asociado a lesiones en la raiz de cacahuetes y sintomas en sorgo, cebolla y ajo.
Algunas cepas, que provienen de suelos acidos, presentan actividad solubilizadora de fosfato de calcio

en medio de cultivo. (Samson, et al., 2006).

El ADN de A. niger, contiene 70 genes que codifican para la produccidn de 30 exoenzimas enfocadas en
la degradacidn de sustancias pécticas, mientras que en A. flavus sélo se han encontrado 18 genes y se
ha demostrado Unicamente la existencia de 4 pectinasas. Este moho, tiene hifas bien desarrolladas,
profusamente ramificadas, hialinas y septadas. Como regla general las células son multinucleadas. Un
gran numero de células conidiogénicas se producen en la superficie de la vesicula multinucleada a
medida que ésta se desarrolla, por lo que se observan como cabezas conidiales radiadas (Castilho, et

al., 2000).

Figura 5. Aspergillus niger en medio Sabouraud.
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2.5 Polisacaridos de la pared celular de plantas

La pared celular vegetal es un érgano complejo que le otorga soporte y estructura a los tejidos
vegetales. Dentro de los principales componentes de la pared celular se encuentran la celulosa, la

hemicelulosa, las pectinas y los glucanos (Fennema, 1993).

La pared celular de plantas es la principal caracteristica que diferencia las células vegetales de las
animales. Su presencia es bdasica para muchas caracteristicas de las plantas, también previene la
elongacién de la célula y tiene un papel muy importante en la absorcion, transporte y secrecion de

substancias en la planta (Albersheim, 1975).

La pared de la célula vegetal es alrededor de 0,2 um de espesor y recubre por completo el exterior de
la membrana plasmdtica de la misma. Esta estructura cumple algunas de las funciones de la matriz
extracelular producida por las células animales, a pesar de que las dos estructuras estan compuestas
de macromoléculas totalmente diferentes y tienen una organizacion distinta. La pared celular vegetal

conecta las células para formar tejidos, induce el crecimiento y divisién celular (Berk y Lodish, 2005).
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Figura 6. Pared celular de las plantas (Portal of the EU-SOL project, 2010).
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El componente mas caracteristico de la pared celular vegetal es la celulosa, lo que determina en gran
medida su arquitectura. La celulosa es una cadena de glucosas unidas entre si por enlaces —1,4. Estas
cadenas largas y delgadas de celulosa se unen para formar “microfibrillas”. El marco de celulosa de la
pared estd interconectada por una matriz de moléculas diferentes a la celulosa, tales como la
hemicelulosa y sustancias pécticas. Otras sustancias que se pueden encontrar en la pared celular

vegetal son lignina y sustancias grasas como ceras. (Albersheim, 1975).

Los polisacdridos constituyen un grupo heterogéneo de polimeros, en que intervienen mdas de 10
monosacaridos unidos por distintos enlaces glucosidicos; los polisacaridos de menos de 10 unidades
son considerados oligosacaridos (Badui, 2006).

La mayoria de los polisacdridos cuentan con cientos e incluso miles de mondmeros, por lo que su peso
molecular puedes ser de hasta millones, debido a lo anterior en solucién sélo forman dispersiones de

tamanio coloidal y estando puros son inodoros e incoloros.

Se encuentran como cadenas lineales o ramificadas de un sélo monémero (homopolisacdrido) o por
varios tipos de monosacaridos (heteropolisacarido). Los enlaces que se presentan en la cadena pueden
darse entre el C; 0 G,y el C,, C3, C4, C5 0 Cg del segundo residuo. Un polisacdrido ramificado presenta

mas de dos tipos de enlace en una sola molécula (Badui, 2006).

De acuerdo con su funcién bioldgica, los polisacaridos se han divido en dos grandes grupos: los que
constituyen la estructura celular y le confieren rigidez a los tejidos (celulosa, pectinas, gomas, etc.) y los
gue representan la reserva energética de animales (glucdégeno) y vegetales (inulina y almidon); cada

grupo tiene propiedades fisicas y quimicas muy distintas. (Badui, 2006).

Los polisacaridos estructurales presentan generalmente las siguientes caracteristicas: son insolubles en
agua, forman puentes de hidrégeno intermoleculares muy fuertes y enlaces glucosidicos generalmente
By sus dispersiones son de muy alta viscosidad; los polisacdridos mas importantes para el presente

trabajo son los polisacaridos estructurales, especificamente pectinas y xilanos.
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2.5.1 Pectinas

Las sustancias pécticas comprenden un extenso grupo de heteropolisacdridos vegetales cuya
estructura bdsica esta integrada por moléculas de dacido D-galacturdnico, unidas por enlaces
glucosidicos a-D-(1,4), en el cual algunos carboxilos pueden estar esterificados con metilos o en forma
de sal. Las pectinas se encuentran asociadas con otros hidratos de carbono, principalmente con
hemicelulosas, en las paredes celulares de los vegetales. Las pectinas se encuentran en mayor cantidad
en los frutos inmaduros y especialmente en algunos tejidos suaves, como en la cdscara de los citricos
(naranja, limdn, toronja, lima), en las manzanas, las peras, etc. Aun dentro del propio vegetal existe
una distribucidn de las mismas; las mas esterificadas estan en la parte mas interna, y las menos

esterificadas en la periferia (Badui, 2006).

Las sustancias pécticas se encuentran en las laminillas intermedias de las células vegetales, se les
considera estrechamente vinculadas a la celulosa y llenan los espacios intercelulares en los tejidos
vegetales. En los tejidos jovenes, especialmente en los frutos, las pectinas se encuentran presentes en
cantidades tan abundantes que a menudo forman canales anchos, apartando entre si a las células

(Showalter, 1993).

Se pueden distinguir 2 principales sustancias pécticas: los acidos pectinicos, que tienen una pequeiia
porcion de sus acidos poligalacturénicos como ésteres metilicos, y los acidos pécticos, que sélo

contienen moléculas de acido poligalacturénico libre de esterificacion (Badui, 2006).

La funcionalidad de una pectina, y por ende su aplicacidn, dependen de factores intrinsecos como su
peso molecular y su grado de esterificacion y por factores extrinsecos, tales como el pH, las sales
disueltas y la presencia de azucares. La viscosidad de sus dispersiones, al igual que la de muchos otros
polisacaridos, se incrementa a medida que aumenta el peso molecular; en el caso de las pectinas, la
viscosidad es mayor en cuanto mds se incrementa el grado de esterificacion (Badui, 2006).

Por lo anterior, las pectinas desempafian un papel muy importante en la industrializacién de las frutas,
como la elaboracién de jaleas (manufacturadas con pectinas de bajo metoxilo), gelatinas (con pectinas

de alto metoxilo) y, sobretodo, en lo relacionado con la elaboracién de bebidas.

11



Andlisis comparativo de las enzimas de A. flavus y A. niger creciendo en fuentes complejas de carbono. |

La obtencion industrial de las pectinas se hace a partir de cascara de citricos (naranja, limon, toronja,
lima) o del bagazo de manzana. Después de extraerle el jugo y el aceite esencial, las cortezas se
calientan a 95°C para inactivar las enzimas pectinoliticas y evitar futuras degradaciones; se lavan varias
veces para eliminar sustancias solubles como azucares, acidos, etc., y se deshidratan; luego se
precipitan mediante el empleo de etanol o de isopropanol, y finalmente se lavan y se secan. La
caracteristica quimica mas importante de las pectinas es que, éstas contienen grupos carboxilo que
pueden estar protonados (COOH) a pH < 3; en forma ionizada (COOH-) a pH > 3, o como éster metilico
(COOCH3); en cada caso, las pectinas tienen diferente capacidad de interaccion con los otros

constituyentes de los alimentos, pero en el de los carboxilos ionizados son mas reactivas (Badui, 2006).
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Figura 7: Estructura esquematica de la pectina mostrando 4 polisacdridos pécticos
homogalacturano (HG), xilogalacturonano (XGA), ramnogalacturonano | (RG-l) y

ramnogalacturonano Il (RG-Il) unidos entre si. (Varki, et al., 2009).

La estructura principal y clave de todas las moléculas de pectina es una cadena lineal de unidades de
acido a-D-galactopiranosilurénico unidas por enlaces (1->4). Azlcares neutros, sobretodo L-ramnosa,
estan también presentes. En las pectinas de citricos y de manzana las unidades a-L-ramnopiranosilo
estan insertadas en la cadena de polisacarido a intervalos bastante regulares. Estas unidades de a-L-
ramnopiranosilo pueden conferir a la estructura las irregularidades necesarias para limitar el tamano

de las zonas de unidn y, por tanto, la gelificacion efectiva. Algunas pectinas contienen cadenas de
12
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arabinogalactanos altamente ramificadas y/o cadenas laterales cortas de unidades de D-xilosa, unidas
por enlaces covalentes. La presencia de cadenas laterales puedes ser también un factor limitante de la
longitud de las zonas de unién y de la asociaciéon de cadenas. Estas zonas de unidn se forman entre
cadenas de pectina regulares y no ramificadas cuando se eliminan las cargas negativas de los grupos
carboxilato (por adiciéon de acido), cuando se reduce la hidratacién de las moléculas (por adicién de
cosoluto, casi siempre un azucar, a la soluciéon de pectina), y/o cuando las cadenas del polimero de

acido pectinico se unen mediante puentes de cationes calcio (Fennema, 1993).

2.5.2 Xilanos

La hemicelulosa, de la cual el xilano es parte, es el nombre que se le ha dado a un grupo muy
extenso de polisacaridos con diversos tipos de ménomeros (heteropolisacaridos) que se localizan
principalmente en la pared celular de plantas y que son muy distintos al almidén o a la celulosa.
Generalmente son solubles en soluciones alcalinas concentradas (18 a 24% de hidréxidos de sodio o de
potasio), presentan estructura amorfa (aun cuando algunos se desarrollan una forma fibrilar), y actian

como agentes cementantes en el tejido vegetal (de Vries y Vissier, 2001).

Los xilanos estan formados por unidades de D-xilosa y son componentes de la madera. La D-xilosa es
una aldopentosa, que cuando adopta su forma cerrada da lugar a un anillo pirandsico. Los xilanos estan
formados por la union de residuos de (-D-xilopiranosas mediante enlaces (p-1,4). Con frecuencia los
xilanos contienen monosacaridos derivados que se unen a la xilosa mediante enlaces (a-1,2) 6 (a-1,3).
Estas modificaciones son caracteristicas para cada tipo de madera y todas estas variantes se agrupan
bajo el término de hemicelulosas, una hemicelulosa caracteristica de maderas duras, es el
glucuronoxilano que esta formado por -D-xilopiranosas unidas mediante enlaces (B-1,4), y presenta

residuos de 4-O-metil-B-glucurdnico unidos mediante un enlace (3-1,2) (de Vries, 2001).

13
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Figura 8: Estructura esquematica del xilano mostrando los principales sustituyentes que se

presentan en su estructura. (Varki, et al., 2009).

2.6 Enzimas secretadas por hongos para la degradacion de polisacaridos

Una enzima es una proteina que actla como catalizador bioldgico, llevando a cabo reacciones
bioquimicas a muy altas velocidades, no se consume durante la reaccion y en general presentan un alto
grado de especificidad. Todas las células, incluyendo microorganismos y organismos superiores,
producen enzimas. Su accion esta estrechamente ligada con las reacciones metabdlicas, y la mayoria
de las transformaciones quimicas requeridas para mantener activas a las células tardarian mucho
tiempo en efectuarse o simplemente no procederian si no estuvieran presentes las enzimas (Badui,

2006).

Todas las enzimas son proteinas, tienen una estructura tridimensional globular y sélo presentan
actividad cuando tienen una conformacién especial que permite establecer una disposicién dptima de

los aminoacidos de su centro activo o sitio catalitico (Badui, 2006).

La especificidad de las enzimas se puede clasificar en tres diferentes tipos la primera es la
especificidad estereoquimica, es decir que esta pueda reconocer una forma dptica especifica del

sustrato (a, B), la segunda es la regioespecificidad donde la enzima sélo actua en determinado grupo

14
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funcional en determinada posicion de una molécula y finalmente la quimioselectividad donde las
enzimas solo actuan sobre sustratos con determinado enlace y grupo funcional especifico al lado de

éste (Badui, 2006).

Las enzimas juegan un papel muy importante en el desarrollo y crecimiento de todos los organismos,
en el caso especifico de A. flavus y A. niger, éstas ayudan a degradar polimeros y que de esta manera el
hongo tenga disponibles diferentes monédmeros como fuentes de nutrientes. Las enzimas que seran

expresadas dependen directamente del medio en el que se encuentre el microorganismo.

2.6.1 Pectinasas

La pectina, polisacarido encontrado en pared celular primaria y ldmina media de frutas y
vegetales, es un extenso grupo de heteroglicanos vegetales cuya estructura basica estd integrada por
moléculas de acido D-galacturdnico, unidas por enlaces glucosidicos a-D- (1,4), en la cual algunos de
los carboxilos pueden estar esterificados con metilos o en la forma de sal (Jayani et al., 2005). Los
grupos dacidos a lo largo de la cadena estan altamente esterificados con grupos metoxilo,
también puede haber presentes grupos acetilo (Ramanujam, et al., 2008). Otros sustituyentes
comunes en la pectina son la ramnosa y otros azucares, tales como xilosa, galactosa vy

arabinosa (Shembekar y Dhorte, 2009).

Las enzimas pectinoliticas o pectinasas estan integradas por grupo heterogéneo de enzimas
relacionadas que hidrolizan las sustancias pécticas generalmente presentes en plantas y forman un
grupo de al menos siete diferentes actividades enzimaticas que contribuyen a la degradacién de
pectina. La pectolisis es uno de los procesos mas importantes de las plantas, ya que juega un papel en
la elongacién celular, asi como la maduracién de las frutas. En cambio, la pectolisis microbiana es
importante para la patogénesis, simbiosis y descomposicién de la planta (Lang y Dérnenburg, 2000).
Las principales fuentes de microorganismos que producen enzimas pectinoliticas son las levaduras,

bacterias y una gran variedad de hongos principalmente del género Aspergillus (Luh y Pha, 1951).
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Las pectinasas se pueden dividir en tres grupos diferentes, las poligalacturonasas que se encargan de
hidrolizar enlaces glucdsidicos a-(1,4) empezando por el extremo no reductor del polimero; las
pectinliasas que también rompen enlaces glucdsidicos a-(1,4) pero por medio de un mecanismo de
accion de B-eliminaciéon. De las dos enzimas anteriores se han encontrado tanto endoenzimas como
exoenzimas. Por ultimo, las pectinesterasas rompen el enlace éster entre la cadena de acido
galacturénico y sus restos metilados y por lo tanto reducen el grado de metilacién, lo que facilita el

ataque de otras enzimas pectinoliticas. (Jayani et al., 2005)
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Figura 9: Esquematizacion del sitio de accion de las principales enzimas

pectinoliticas. (Varki, et al., 2009).

Las ramnogalacturonasas cortan el enlace entre acido galacturénico y ramnosa en la parte “peluda” de
la pectina. Las pectinesterasas remueven pequefias ramificaciones de las cadenas pécticas, no afectan
la longitud, pero si la solubilidad de la pectina y la vuelve mas sensible al ataque de otras enzimas. Las
poligalacturonasas rompen las cadenas pécticas afiadiendo una molécula de agua e hidrolizando el

enlace a-1,4-glicosidico entre dos moléculas de acido galacturdnico, éstas a su vez se dividen en endo y
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exo. En el primer grupo se encuentran las enzimas encargadas de hidrolizar de manera aleatoria los

enlaces a-1,4-glicosidicos de la pectina, preferentemente aquellos que estan altamente esterificados.

En cambio, las enzimas tipo exo causan una ruptura secuencial de los enlaces a-1,4-glicosidicos de la

pectina, a partir de los extremos no reductores de la cadena principal.

Las poligalacturonasas y las pectato-liasas son endopectinasas, lo que quiere decir que actian entre
dos moléculas de acido galacturdnico haciendo la pectina mas soluble y disminuyendo la viscosidad de
las soluciones de la pectina. Las primeras catalizan la hidrdlisis de los enlaces a-1,4-glicosidicos en el

acido poligalacturénico (Niture y Pant, 2004).

Las poligalacturonato y polimetilgalacturonato liasas rompen los enlaces glicosidicos a-1,4 mediante
reacciones de trans-eliminacién, que remueven un protén, lo que da como resultado un enlace

insaturado entre los carbonos C-4 Y C-5 de la unidad de sacaridos y los extremos no reductores.

Si actuan sobre la region esterificada del homogalacturonano, se conocen como pectato-liasas. De
igual manera, dentro de las liasas se encuentran enzimas con mecanismos tanto endo como exo

(Niture y Pant, 2004).

Cabe recalcar que las endopoligacturonasas son las mas importantes para la maceracién de tejido
vegetal, captura de nutrientes y la virulencia de A. flavus (Arunachalam y Asha, 2010). Otras
poligalacturonasas importantes para la maceracion de tejido vegetal son las pectinmetil esterasas, que

ayudan a la degradacion de la pectina al aumentar los puntos de unidn para otras pectinasas (Jayani,

et al., 2005).

Las pectinasas tienen un amplio campo de utilizacidén en la industria alimentaria, donde ya se utilizan
ampliamente enzimas producidas y aisladas de A. niger, tales como la ayuda de extraccion de jugo de
frutas y vegetales, produccidon de néctares y purés, en la clarificacién de vinos y cerveza y en la

alimentacion animal (Bhat, 2000).
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2.6.2 Xilanasas

El xilano es un polisacarido constituido por una cadena lineal de residuos de xilosa y diversas
ramificaciones. El xilano es el polisacarido mds abundante después de la celulosa. La cadena consta de

30-100 unidades de B-D-xilopiranosa con enlaces 1,4-glicosidicos.

El xilano es el componente mayoritario de la hemicelulosa. Las hemicelulosas consisten en polimeros

de pentosas como la xilosa y la arabinosa, hexosas como glucosa, manosa, galactosa y dcidos urdnicos.

Existen 6 tipos de xilanasas, la glucuronidasa que rompe la union éster del glucurénido, las feruloil
esterasas que se encargan de la hidrdlisis de un polisacérido feruloilado, arabinofuranosidasas que se
encargan de romper el enlace entre la arabinosa y glucosa en la cadena principal de polimero; las
acetilo xilanasas que liberan grupos acetatos las endo-xilanasas que rompen al azar los enlaces
glicosidicos de la cadena principal y finalmente las P-xilosidasas que son activas sélo sobre

oligosacdridos muy cortos, hidrolizan enlaces -1,4-aril-xilopiranésido produciendo xilosa.

Arabinoxilano

t

Endo-1,4-B-xilanasa

el g

lzerulnil esterasa l ct-Arabinofuranosidasa

'
Ferulato E I l v
B- xI|CIEE|dE|SEIl Arabinosa

Xilosa I

Figura 10: Esquematizacion del sitio de accion de las principales enzimas xilanoliticas.

(Varki, et al., 2009).

18



Andlisis comparativo de las enzimas de A. flavus y A. niger creciendo en fuentes complejas de carbono. |

La biodegradacién del xilano depende de dos clases de enzimas las endoxilanasas que son capaces de
degradar el mismo en oligosacaridos mas pequefios hasta llegar a xilosa por medio de [B-xilosidasas.
Muchas enzimas xilanoliticas han sido caracterizadas en varias especies del género Aspergilli,

encontrando que su pH dptimo desde 3.5 hasta 9.0 (de Vries, 2001).

2.7 La Agroindustria y sus desechos

La agroindustria es la actividad econdmica que comprende la produccién, industrializacién y
comercializacidn de productos agropecuarios, forestales y bioldgicos. Esta rama de industrias se divide
en dos categorias, alimentaria y no alimentaria, la primera se encarga de la transformacion de los
productos de la agricultura, ganaderia, riqueza forestal y pesca, en productos de elaboracidn para el
consumo alimenticio, en esta transformacién se incluyen los procesos de seleccion de calidad,
clasificacién (por tamafo), embalaje-empaque y almacenamiento de la produccién agricola, a pesar
gue no haya transformacion en si y también las transformaciones posteriores de los productos y
subproductos obtenidos de la primera transformacién de la materia prima agricola (Ginocchio, 2000).
La rama no-alimentaria es la encargada de la parte de transformacién de estos productos que sirven

como materias primas, utilizando sus recursos naturales para realizar diferentes productos industriales.

Es evidente que una parte muy considerable de la produccién agricola se somete a un cierto grado de
transformacién entre la cosecha y la utilizaciéon final. Por ello, las industrias que emplean como
materias primas productos agricolas, pesqueros y forestales forman un grupo muy variado: desde la
mera conservacion (como el secado al sol) y operaciones estrechamente relacionadas con la cosecha,
hasta la produccion, mediante métodos modernos y de gran inversién de capital, de articulos como
productos textiles, pasta y papel. A lo largo de esta cadena de transformaciones se produce una gran

cantidad de desechos y residuos, que pocas veces son tratados (Ginocchio, 2000).

Cada afio se genera una gran cantidad de toneladas de residuos agrarios, los cuales en su mayoria son
desechados, y en pocos lugares y muy localmente, se les da un uso productivo atribuyéndoles un valor
anadido. Los residuos agrarios generalmente se desechan constituyendo un foco de contaminacion

ambiental. La cantidad de residuos producidos es estimada en 2562 millones de toneladas para los

19



Andlisis comparativo de las enzimas de A. flavus y A. niger creciendo en fuentes complejas de carbono. |

cereales, 238 millones para las leguminosas y 162 millones para las oleaginosas, con un total mundial

de 2962 millones de toneladas por afio (Lal, 1995).

Por lo que, urge encontrar maneras de facilitar la degradacion y posterior eliminacién de las miles de
toneladas de desechos que se producen, y también como una via viable de tratar estos residuos y

posteriormente utilizarlos como composta 6 fertilizante.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivo General

e Comparar los sistemas enzimaticos secretados por A. flavus CECT-2687 y A. niger N-402, durante
su crecimiento en medios con fuentes complejas de carbono y analizar la capacidad de los

sistemas de ambos microorganismos para degradar pectina y xilanos.

3.2 Objetivos Particulares
e Producir enzimas xilanoliticas y pectinoliticas con ambas cepas en fermentacidn en lote utilizando
cascara de limdn, olote de maiz y salvado de trigo.
e Determinar en que fuente de carbono compleja se producen los mas altos niveles de enzimas,
para ambas cepas, para posteriormente producir concentrados enzimaticos y caracterizarlos.
e Determinar las cinéticas de degradacién de Pectina y Xilano de los filtrados enzimaticos
concentrados de cada cepa.

e Hacer un analisis comparativo del tipo y cantidad de enzimas obtenidas por cada cepa.

3.3 Hipotesis

Si la naturaleza de la fuente de carbono influye sobre el tipo y cantidad de enzimas producidas
para su asimilacion, entonces cuando A. flavus y A. niger crecen en sustratos complejos produciran
sistemas enzimaticos con una amplia diversidad de componentes que utilizardan para poder asimilar
con mayor o menor eficiencia tales materiales. Asi mismo, las enzimas de cada microorganismo podran

ser diferentes dados los diferentes nichos ecolégicos en que habita cada uno.
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3.4 Planteamiento del Problema

Aspergillus niger es un hongo que cuenta con cerca de 70 genes de los cuales se han
caracterizado unas 35 enzimas enfocadas en la degradacidon de sustancias pécticas, mientras que
Aspergillus flavus sélo cuenta con 18 genes y con 4 enzimas pectinoliticas analizadas. A pesar de lo
anterior, A. niger crece preferencialmente en materia organica en decaimiento y A. flavus es un
patdgeno oportunista de tejido vegetal vivo. Por lo que determinar el papel que juegan estas enzimas
en la degradacion de la pared celular vegetal y la colonizacion de tejido vegetal viable es de suma
importancia. Por ello, el estudio de las enzimas de A. flavus, la caracterizacidn y el analisis comparativo
de éstas con las producidas por A. niger en las mismas condiciones de crecimiento, podra conducirnos
a un mejor entendimiento de las caracteristicas de las enzimas que favorecen el crecimiento de A.

flavus en tejidos vegetales.
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Microorganismos

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las cepas de referencia Aspergillus flavus CECT-
2687, productora de aflatoxinas, y Aspergillus niger N-402. Se activaron en agar Sabouraud y se
resembro quincenalmente en placas con el mismo medio de cultivo para mantener la cepa viable, se

incubaron a 37°C por 72 horas y se mantuvieron en refrigeraciéon (4°C).
4.2 Siembra masiva de hongos filamentosos

Se tomaron de 2-5ul de esporas en solucidn salina isotdnica del hongo seleccionado con un asa
micoldgica estéril y se sembrd en el centro de una caja petri con agar Sabouraud presionando
ligeramente el asa sobre el agar. Posteriormente, con un asa de Drigalsky estéril se extendié en todo el

medio, subsiguientemente se incubd a 37°C de 48 a 72 horas.
4.3 Cosecha de esporas

Se vertid solucidn salina isotdnica (0.9% p/v) con tween 80 (0.005% p/v) estéril a una serie de
placas con cultivos fungicos esporulados, se raspé suavemente la superficie de cada caja con un asa
Drigalsky estéril, se repitid el paso anterior hasta terminar de liberar todos los conidios de los cultivos.
Se recolectd toda la suspensién y se centrifugd 5 min a 500 rpm y se elimind el sobrenadante. Este
paso se repitié el lavado con solucién salina isotdnica con tween 80, hasta que se elimind cualquier

rastro de medio ¢ hifas. Finalmente, se agregaron 10 mL solucidn salina isotdnica con tween 80.
4.4 Conteo de esporas

La determinaciéon de la concentracion de esporas (conidios) en la suspension final se realizé
mediante el método de conteo directo con la cdmara de Neubawer. Para ello se realizé una dilucién
pertinente, generalmente 1:100 de la suspensién original, a partir de esta dilucién se tomaron 10 pLy

se colocaron en la camara, ésta se colocd en el microscopio observandose con el objetivo de 40X.
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Se contaron las esporas contenidas en 16 cuadros que conforman uno de los cuatro cuadrantes de la

camara. La concentracién de esporas de la suspensién se calculd de la siguiente manera:
[Esporas/mL] = # esporas contadas x 4 cuadrantes x 2500 x 100 (dilucién).
4.5 Produccién de enzimas en medio liquido (fermentacién por lote)

En matraces de 500 mL, con 100 mL de medio basal (KH,PO4 2g/L, K;HPO4 2g/L y (NH4),SO4 5g/L), con
1 % p/v de la fuente de carbono seleccionada, se inocularon esporas de la cepa seleccionada con una
concentracién final de 10° por mililitro de cultivo y se ajustd el pH con NaOH a 6.0. Los matraces fueron
incubados a 37°C por 72 horas en incubadora con movimiento reciproco a 300 rpm para favorecer una

buena aireacion y homogeneizacion del medio.
4.6 Obtencion de filtrados enzimaticos crudos de los medios

Los matraces con medios de cultivo liquido se muestrearon a diferentes tiempos (0, 24, 48 y 72
horas), tomando aproximadamente 5 mL para cada muestra, los cuales se filtraron con papel filtro
Whatman #1 y se guardaron las muestras a 4°C para posterior determinacién de actividades

enzimaticas.
4.7 Determinacion de actividad exopectinolitica

Se determind a partir de la cuantificacion de grupos reductores liberados por la actividad
enzimatica empleando una curva de acido galacturdnico como patrén. La mezcla de reaccion consté de
0.5 mL de soluciéon de pectina citrica al 1% p/v, 0.4 mL de buffer de acetatos 100 mM (pH 5.0) y 0.1 mL
de filtrado enzimatico. La mezcla de reaccién se inicié adicionando 0.1 mL de filtrado extracelular, se
incub6 durante 20 minutos a 45°C, al término de ese tiempo la reaccién se detuvo adicionando 2 mL
de reactivo de DNS. Los tubos se colocaron a baio Maria a ebullicidn durante 5 minutos. Se agregaron
5 mL de agua destilada y se centrifugd a 500 rpm por 5 min para eliminar la pectina residual.
Posteriormente 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 min de incubacién se anadié el 0.1
mL de filtrado enzimdtico. La actividad se expresa en unidades enzimaticas (U), definidas como la

cantidad de enzima que produce una micromol de acido galacturdnico en dichas condiciones.
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4.8 Determinacion de actividad Xilanolitica

Se determind a partir de la cuantificacion de grupos reductores liberados por la actividad
enzimdtica empleando una curva de acido galacturénico como patrén. La mezcla de reaccién consté de
0.5 mL de solucion 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 enzimatico. La reaccién se inicié adicionando 0.1 mL de filtrado extracelular, se incubo
durante 20 minutos a 45°C, al término de este tiempo la reaccién se detuvo adicionando 1 mL de
reactivo de DNS. Los tubos se colocaron a bafio Maria a ebullicion durante 5 minutos. Se agregaron 5
mL de agua destilada a cada uno y se agitaron en un vortex a maxima velocidad para homogeneizar la
muestra. Posteriormente, 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 min de incubacién se
anadié 0.1 mL de filtrado enzimdtico. La actividad se expresa en unidades enzimaticas (U), definidas

como la cantidad de enzima que produce una micromol de xilosa en dichas condiciones.
4.9 Concentracion de los filtrados enzimaticos por medio de liofilizacién

Los filtrados enzimaticos obtenidos del modo antes descrito, fueron centrifugados a 5 000 rpm
en la centrifuga Beckman J2-MC por 10 min, para eliminar los oligosacdridos o sacdridos que podrian
haber pasado la filtracién. Posteriormente se liofilizaron las muestras 5x 10~3mbar y -50°C por 36
horas. A continuacidn las muestras fueron resuspendidas en 150 uL buffer tris-SDS 5X. Finalmente, se

agitaron en un vortex a maxima velocidad y se centrifugaron a 500 rpm durante 5 min.
4.10 Obtencion de geles de SDS-PAGE

La preparaciéon de los geles de poliacrilamida de 8x8 cm con SDS se realizé en condiciones
desnaturalizantes. Se tomaron 5uL de muestra concentrada a la cual se adiciond un volumen
equivalente de buffer de tratamiento desnaturalizante (SDS al 4%, glicerol al 20%, 2-B-mercaptoetanol
al 10%, buffer Tris-HCl a 125mM a pH 6.8 y azul de bromofenol al 0.005%) 2X. El gel separador se
prepard al 10% de acrilamida. La electroforesis se corrid a corriente constante (15mA/gel), por
alrededor de 1 hora, a través de una unidad de geles verticales de 1.0 mm Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad Laboratories, Inc.). Los geles para determinar peso molecular se sumergieron en una soluciéon

de azul de Coomasie R-250 al 0.025%, metanol al 40% v/v y acido acético al 7% v/v durante una hora
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con agitacién suave (40 rpm) para teiiir la proteina y se destifieron con una solucidn de acido acético al

10% v/v.
4.11 Zimogramas

Los geles de acrilamida, por separado, se incubaron en buffer de renaturalizacion (Tris-HCI
10mM pH 7.5) a 37°C por 1 h; se decantaron e incubaron en buffer de acetatos 100mM (pH 5.0) a 37°C
durante 30 min. Se decantaron y se incubaron, para actividad pectinolitica en pectina citrica al 1% p/v
en buffer de acetatos (pH 5.0), y para actividad xilanolitica en xilano de abedul al 1% p/v en buffer de
acetatos (pH 5.0), en ambos casos a 37°C por 30 min. Se decantaron y se elimind el exceso de sustrato
con agua destilada; se deshidrataron en etanol al 96% a temperatura ambiente por 15 min, y se
rehidrataron con agua destilada por 20 min. Para pectinasas, el gel se tifd con una solucion de rojo de
Rutenio al 0.05% p/v por 30 min con agitacién suave, y se lavé con agua destilada para remover el
exceso de colorante. Para xilanasas, el gel se tifidé con una solucién de rojo Congo al 0.1% p/v 90 min
con agitacion suave, se decantd y se agregd NaCl 1M por 15 min; posteriormente se almacend en una
solucion de acido acético al 10% v/v. Cada vez que se corrié un gel para determinar proteina, uno

analogo se corrid para generar su zimograma.
4.12 Concentracion de los filtrados enzimaticos por medio de ultrafiltraciéon

El filtrado enzimatico, el cual estaba compuesto aproximadamente por 350 mL, fue concentrado
aproximadamente 10 veces, por medio de ultrafiltracion en una celda de ultrafiltracion de 400 mL
usando una membrana de 10,000 Da, con una presidon de 30 psi, con lo que se obtuvo un aproximado

de 35 mL de concentrado enzimatico libre de células.

4.13 Determinacion de cinética de degradacion de sustrato de los concentrados

enzimaticos

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se agregaron 95 mL de sustrato al 1% disuelto en buffer de
acetatos pH 5, en el caso de pectina se incubaron a 45°C por 6 min para homogeneizar la temperatura,

posteriormente se agregé 1U/mL de sustrato y se muestre6 cada 10 min la primera hora y cada 20 a
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partir de la segunda. Para el xilano se realizd el mismo procedimiento pero la temperatura de

incubacion fue de 50°C.

El ajuste para agregar 1 U/mL de sustrato se realizé de la siguiente manera.

_ (U)X mL de medio de reaccioén )
= a

1

Y =(/P)W)

Donde:

X1 = unidades iniciales por mL en el concentrado enzimatico original
P1=mL de concentrado enzimatico a agregar al medio de reaccion
Y = Volumen a agregar de filtrado enzimatico al medio de reaccién

V =Volumen de medio de reaccién (95 mL)

4.14 Determinacion de la liberacidon de pectina de la cascara de limon por accién

enzimatica

En matraces Erlenmeyer de 250 mL, uno por cada concentrado enzimatico, se agregaron 100
mL de suspencidn de cascara de limon al 3% disuelto en buffer de acetatos pH 5, se agregd a cada uno
1 U/mL de sustrato y se incubaron a 25°C a 50 rpm por 3 horas. Pasado el tiempo de incubacién se

filtré con papel filtro Whatman #1 a peso constante, se lavé el solido con 50 mL de etanol al 96%.

Posteriormente, se llevd a peso constante el papel filtro con el solido filtrado y se determino también

el volumen final del filtrado.

El ajuste para agregar 1 U/mL de sustrato se realizé de la siguiente manera.
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Y =(/P)W)

¢! U)(1 mL de medio de reaccién )
- a

P,

Donde:

X1 = unidades iniciales por mL en el concentrado enzimatico original
P, =mL de concentrado enzimatico a agregar al medio de reaccion
Y =Volumen a agregar de filtrado enzimatico al medio de reaccion

V =Volumen de medio de reacciéon (100 mL)

Para obtener el porcentaje de pérdida de peso, se realizo el siguiente calculo

Pryy = (Mm + Ppp) — Ppp

(100)

RB

% Pérdida de peso = 100% — (Prm)

Donde:

Prv = Peso Residual de la Muestra
Mm = Masa de la muestra

Ppr = Peso del papel filtro

Prs = Peso residual del blanco
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Efecto del pH en la produccion enzimatica en fermentacion por lote con

diferentes fuentes complejas de carbono

En esta fermentacién se utilizaron como fuentes de carbono olote de maiz, cdscara de limény
salvado de trigo; el propdsito primordial de esta fermentacion fue determinar qué cantidad de
actividad enzimatica exopectinoliticas y xilanoliticas esperar de cada cepa. A los medios de Olote de
Maiz y Salvado de Trigo el pH inicial del medio se ajustd a pH 6 y los medios con cdscara de limén a pH
4.2. Estos pH fueron elegidos, ya que son los mas cercanos al pH basal de las fuentes complejas de

carbono utilizadas.

Perfil del cambio de pH respecto al tiempo

7
=¢= Olote de Maiz A.
6 p—— * flavus
/ == Ciscara de Limdn
5 ~—_ A. flavus
== Salvado de Trigo
4 - / //:x* A. flavus
T | =>=Olote de Maiz A.
[} 3 '-4 \ﬁ@/ niger
== Cascara de Limon
5 A. niger
=@-Salvado de Trigo
A. niger
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0
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Figura 11: Perfil de pH con respecto al tiempo en la cinética de produccion

de actividad enzimatica, en medio basal con 1% p/v de la fuente de carbono

seleccionada, para las dos cepas A. flavus CECT-2687 y A. niger N-402.
En la figura 11 se puede observar que el pH de los medios inoculados con A. flavus CECT-2687, como se
puede observar, primero se acidifica para posteriormente basificarse, después de lo cual el pH se
mantiene relativamente estable. En el olote de maiz el pH practicamente no cambid y se estabilizo,

29



Andlisis comparativo de las enzimas de A. flavus y A. niger creciendo en fuentes complejas de carbono.

desde las 48 horas de fermentacion, en pH 6. Para cascara de limon el pH a las 48 horas es de 4.8, para
después mantenerse estable. En salvado de trigo, a las 24 horas es cuando se encuentra el mayor

descenso del mismo llegando a 4.7, las siguientes 36 horas el pH llegd a 6.3 y se mantuvo constante.

Por otro lado, en el caso de A. niger N-402 se puede observar que para olote de maiz y salvado de trigo
el pH desciende aproximadamente dos unidades, una posible explicacion para este comportamiento es
gue la fuente de nitrégeno en el medio es sulfato de amonio, metabdlicamente es imposible reducir
mas el nitrégeno del medio, ya que es amonio, y los acidos liberados por accién enzimatica no son
utilizados en la reduccién del mismo, por lo que se acumulan en el medio y esto se manifiesta en el
descenso del pH. Seguidamente, en el caso de cdscara de limén se puede observar que el pH se
estabiliza alrededor de 4. Esto se debe a que el microorganismo empieza a consumir los mondmeros
gue se produjeron por medio de las enzimas secretadas para la degradacién de polimeros de pared

celular vegetal.

Actividad Exopectinolitica
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Figura 12: Cinética de produccion de la actividad exopectinolitica en medio
basal con 1% p/v de la fuente de carbono seleccionada, para las dos cepas A.

flavus CECT-2687 vy A. niger N-402.
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La figura 12 muestra la actividad exopectinolitica que se presentd para la cepa A. niger N-402 se
encontraba entre las 20 y las 10 U/mL, para olote de maiz presentd su maxima actividad a las 48 horas
de fermentacion, con un valor de 15.6 U/mL, por otro lado salvado de trigo y cdscara de limén,
tuvieron sus maximos a las 24 horas de fermentacién, con 20.5 U/mLy 10.2 U/mL. En cambio la cepa
A. flavus CECT-2687, presentd la mayor actividad exopectinolitica de ambas cepas, a las 48 horas con
salvado de trigo con 46.7 U/mL, olote de maiz tuvo la mayor actividad a las 72 horas de fermentacion,
aunque sélo mostré 16.2 U/mL. Finalmente cascara de limon a las 48 horas mostrd su punto mas alto

con s6lo 9.3 U/mL.

Se esperaba que, para ambas cepas, en cdscara de limdén se exprese mas este tipo de actividad, ya que
esta fuente de carbono es el que contiene mayor concentracion de pectina en su estructura, sin
embargo salvado de trigo fue el que mostrd la mayor actividad tanto para A. niger N-402, como para A.

flavus CECT-2687.

Actividad Xilanolitica

120
ﬁ\

—_ / S ———===m9 —g=olote de maiz A.
£ / avus
S == salvado de trigo A.
Z a0 /./ —— flavus
= == cascara de limén
£ // // A. flavus
S 60 v —] olote de maiz A.
-8 / \* niger
2 / / =#=salvado de trigo A.
2 /'
2 40 /
Q
< /

niger
=@==cascara de limon
A. niger

Lt

e
/____-—-A—

R /4 )
/
——

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (h)

Figura 13: Cinética de produccién de actividad xilanolitica en la primera
fermentacién en medio basal con 1% p/v de la fuente de carbono

seleccionada, para las dos cepas A. flavus CECT-2687 y A. niger N-402.
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En la figura 13,se puede observar que la actividad xilanolitica en ambas cepas, es decir A. flavus CECT-
2687 y A. niger N-402, se expresa considerablemente mds que la actividad exopectinolitica. En los
medios mas ricos en xilano, como el olote de maiz y el salvado de trigo, la expresion de este tipo de
enzimas se induce mas, lo que se traduce en que la actividad es casi 5 veces mayor que en el medio

con menor concentracidon de xilano en el medio, es decir cascara de limoén.

Para A. flavus CECT-2687, el salvado de trigo fue el que presentd la mayor actividad con 88.3 U/mlL,
seguido de olote de maiz con 87.2 U/mL. Para el caso de A. niger N-402 fue al revés, es decir, con
olote de maiz presentd una actividad de 108.2 U/mL y con salvado de trigo 107.2 U/mL. Sin embargo,
ambas cepas con cdscara de limén presentaron una actividad mucho mas baja, para A. flavus CECT-
2687 la actividad obtenida fue de 16.7 U/mL y para A. niger N-402 50.6 U/mL, esto se esperaba ya que,

en la cascara de limdn la presencia de xilano, no es especialmente abundante.

Tanto para olote de maiz como para salvado de trigo a las 72 horas de la fermentacion, ambas cepas
presentaron una actividad semejante, esto podria indicar que la fuente de carbono no influye en la
produccidn de xilanasas, siempre y cuando el xilano que esté presente en el medio sea suficiente para

inducir la produccién de las enzimas.

5.2 Efecto del tipo de fuente compleja o simple de carbono en la produccion

enzimatica en fermentacion por lote

En esta fermentacién se utilizaron las 3 fuentes de carbono pero en diferentes grados de pureza y
polimerizacién, es decir la fuente pura y sin polimerizar (acido galacturdnico, glucosa, xilosa), los
polimeros aislados y puros (pectina citrica y xilano de abedul) y los polimeros en estructuras complejas
(cascara de limdn, salvado de trigo y olote de maiz). La principal finalidad de esta fermentacion, era
observar el efecto que tiene el grado de pureza y polimerizaciéon de la fuente de carbono en la

produccion de enzimas de los dos hongos.

El grado de pureza puede afectar la induccion de la secrecion enzimatica, ya que los hongos al ser
auxotrofos, necesitan de exoenzimas para obtener los nutrientes necesarios para su desarrollo, asi

mismo la expresion de las enzimas secretadas depende de los nutrientes presentes en el medio.
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Para facilitar la exposicion de los datos se dividirdn por cepas. Ademas otro punto a destacar es, que en

esta fermentacion se establecié pH 6 inicial en todos los medios.

5.2.1 Resultados obtenidos con A. flavus CECT-2687

Perfil de pH para A. flavus CECT-2687
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Figura 14: Perfil de pH con respecto al tiempo de la cinética de actividad
enzimatica, en medio basal con 1% p/v de la fuente de carbono seleccionada

para A. flavus CECT-2687.

Como se puede observar en la figura 14, la cascara de limén fue el medio que mas se alcalinizé,
llegando hasta 6.8. Se debe destacar que en el caso de la pectina y el salvado de trigo, los medios en las
primeras 24 horas de fermentacidon presentaron un descenso del pH cercano a 4, esto se puede
explicar a que por accidon enzimatica se ha aumentado la concentracién de monémeros acidos en el
medio, como ya se habia mencionado antes, por lo que se observa el descenso del pH. El xilano fue el
gue mas se alejo de la tendencia final de todos los medios, ya que presentd, a las 72 horas, el mayor

descenso de pH llegando hasta 4.2.
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Actividad Exopectinolitica para A. flavus CECT-2687
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Figura 15: Cinética de produccién actividad pectinolitica con respecto al
tiempo, en medio basal con 1% p/v de la fuente de carbono seleccionada

para A. flavus CECT-2687.

La actividad exopectinolitica en olote de maiz, salvado de trigo, glucosa, xilosa y acido galacturdnico
fue despreciable. En el caso de los mondmeros, es decir glucosa, xilosa y acido galacturdnico, era un
resultado esperado, ya que se ha observado que el género Aspergillus al encontrarse en medios con
fuentes simples de carbono, presenta practicamente nula actividad enzimdtica. (Samson, et al., 2006).
Sin embargo, en el caso de olote de maiz y salvado de trigo, que no son fuentes simples de carbono,
nos lleva a pensar que el microorganismo optd por sintetizar distinto tipo de enzimas, para la

degradacién de polimeros y la posterior asimilacién de los mismos.

La cascara de limdén presentd, una buena actividad pectinolitica 7.7 U/mL, alcanzando su punto
maximo a las 48 horas de iniciada la fermentacién. En el caso contrario, el xilano alcanzé su punto
maximo de actividad a las 72 horas con 6.6 U/mL, cabe recalcar que para esta fuente de carbono no se
esperaba actividad pectinolitica, sin embargo se presentd. Para la pectina a las 72 horas alcanzd su

maximo, 2.8 U/mL, el resultado fue un poco sorprendente, ya que se esperaba una mayor actividad; lo
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anterior lleva a pensar que la expresion de los genes con el polisacarido en forma pura y aislandose de

una estructura celular tan compleja, como lo es la pared celular vegetal, no se ve muy estimulada.

Actividad Enzimatica [U/mL]
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Figura 16: Cinética de produccion de la actividad xilanolitica con respecto al

tiempo en medio basal con 1% p/v de la fuente de carbono seleccionada

para A. flavus CECT-2687.

La actividad xilanolitica de la segunda fermentacién para A. flavus CECT-2687, como en el caso anterior

los mondmeros no presentaron actividad, reforzado lo que ya se habia mencionado de que el género

Aspergillus al encontrarse en medios con fuentes simples de carbono se inhibe su expresion de las

enzimas enfocadas en la degradacion de polimeros de pared celular vegetal.

La mayor actividad xilanolitica se presentd a las 72 horas para el olote de maiz con 85.1 U/mL, como

era de esperarse por la presencia de las relativamente altas concentraciones de xilano en esta fuente

de carbono. El segundo valor mas alto, se presentd a las 48 horas en el salvado de trigo, con 71.65

U/mL. Xilano ocupd el tercer lugar en produccién de enzimas xilanoliticas con un maximo a las 48 horas
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de 35.62 U/mL. La cascara de limén tuvo su maximo a las 48 horas con 12.9 U/mL, este fue un valor

gue entraba dentro de lo esperado, debido la cantidad de Xilano presente en el mismo.

5.2.2 Resultados obtenidos con A. niger N-402

Perfil pH para A. niger N-402

\ ~ ‘\ == Olote de Maiz

SN \\ ~f—Cascara de Limén

=== Salvado de Trigo

|
ait

— === Glucosa

! = Pectina

=@ Xilano

Ac. Galacturdnico

Xilosa

10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (h)

Figura 17: Perfil de pH de la cinética produccion de actividad enzimdtica, en
medio basal con 1% p/v de la fuente de carbono seleccionada para A. niger

N-402.

El pH, como ya se habia mencionado anteriormente, con esta cepa generalmente se acidifica con el

paso del tiempo. Como se puede observar el pH inicial de los medios se ajusté a 6, el medio que mas

acidificd y con mayor rapidez fue el de pectina y era de esperarse, ya que al degradarse este polimero

se da la liberacion del mondmero del mismo, es decir, el dcido galacturdnico.

Sin embargo, también se puede observar que el pH de los medios con fuentes de carbono siguientes:

glucosa, xilano, acido galacturdnico, xilosa; el pH a las 24 horas se mantiene practicamente igual al

inicial, y para las 48 horas estas sufren un ligero descenso del mismo, para posteriormente, a las 72 h

baja alrededor de 4.2. Esto se puede deber a que, ya que el hongo se encuentra en fase log, sélo la
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consume fuente simple de carbono y a partir de las 48 horas se empiezan a producir metabolitos

secundarios que podrian acidificar el medio.

Actividad Exopectinolitica para A. niger N-402
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Figura 18: Cinética de produccidn de la actividad pectinolitica con respecto

al tiempo, en medio basal con 1% p/v de la fuente de carbono seleccionada

para A. niger N-402.
La actividad para A. niger N-402, siempre es mas alta, tanto xilanolitica, como pectinolitica. En el caso
particular de esta cepa, la mejor actividad, se presentd con xilano a las 72 horas con 6.11 U/mL,
aunque se esperaba que la mayor actividad se presentara en la cdscara de limén que tuvo su mayor
actividad a las 48 horas con una actividad de 4.8 U/mL, lo que representa 1.3 veces menos actividad

gue el medio con xilano como fuente de carbono.

Aunque se debe de recalcar que la escala de la actividad es muy pequefia, sélo de 0 a 7 U/mL, por lo

gue realmente no es tan grande la diferencia de actividad.

Otro dato que resalta es que en la pectina tuvo una actividad maxima de 2.3 U/mL a las 72 horas y
para el acido galacturdnico es de 1.2 U/mL lo que hace suponer que el hongo tiene preferencia por

otras fuentes de carbono, como el olote de maiz.
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Actividad Xilanolitica para A. niger N-402
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Figura 19: Cinética de produccion de la actividad xilanolitica con respecto al
tiempo, en medio basal con 1% p/v de la fuente de carbono seleccionada

para A. niger N-402.

La mayor actividad xilanolitica para la cepa A. niger N-402 se produjo en el medio con olote de maiz,
como fuente de carbono, con 93.74 U/mL en las 72 horas de fermentacion seguido de salvado de trigo
con 85.6 U/mL, en estas dos fuentes de carbono se observan tendencias bastante parecidas, ya que en
las primeras 24 horas de fermentacién alcanzan practicamente la actividad que presentaran al final de

la misma, en la siguientes 48 horas suben unas cuantas unidades de actividad enzimatica mas.

En cambio, para cascara de limdn y xilano se observé la misma curva con sus respectivos maximos a las
48 horas 57.31 U/mL y 37.22 U/mL. Como se puede observar, el xilano si induce la produccion de
enzimas xilanoliticas, no asi la pectina para la produccién de pectinasas, como se puede observar en la

figura 18. Nuevamente, los mondmeros indujeron actividad de xilanasas o pectinasas.
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5.3 Efecto del tipo de cascara de limdn y de su tratamiento en la produccidn

enzimatica en fermentacidn por lote

Esta fermentacion tuvo como objetivo, observar el efecto de produccion enzimatica, con 2
diferentes lotes de cascara de limon. El primer lote, que se habia utilizado en todos los experimentos
anteriores, era cascara de limon agrio o también conocido como cdscara de limdn mexicano y ésta se
encontraba deshidratada, triturada y sin lavar con etanol al 70% (v/v). El segundo lote era cdscara de

limén tipo persa, ésta fue lavada con etanol al 70% (v/v) y consecutivamente fue deshidratado y

triturado.
Perfil de pH con respecto al tiempo
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Figura 20: Perfil de pH de la cinética de produccion de actividad enzimatica,
en medio basal con 1% p/v de los dos diferentes lotes de cascara de limon

para A. niger N-402 y A. flavus CECT-2687.
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Como se puede observar en la figura 20, el pH se mantuvo practicamente igual en ambos casos, la

mayor diferencia se puede observar a las 24 horas de fermentacién con la cepa A. niger N-402, ya que

la cdscara de limén persa llegd a pH 3.9, mientras que con cascara de limén mexicano el pH fue de 4.6.

Para el caso de A. flavus CECT-2687 el pH se mantuvo igual durante toda la fermentacién con ambos

lotes de cdscara de limdn, lo que lleva a pensar que mientras la fuente de carbono sea la misma el pH

del medio tendra el mismo comportamiento.
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Figura 21: Cinética de produccién de la actividad exopectinolitica con

respecto al tiempo, en medio basal con 1% p/v con los 2 lotes de cascara de

limon, para A. niger N-402 y A. flavus CECT-2687.

La actividad para el lote de limén persa, en ambas cepas aumenta, esto se puede deber a que con el

tratamiento previo que se le dio a este lote, se facilita el acceso a las fuentes de carbono o se induce

mejor la secrecion de enzimas al medio. La maxima actividad se presentd para A. flavus CECT-2687 a
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las 48 horas con 8.6 U/mL y para A. niger N-402 la maxima se presento a las 72 horas con 6.6 U/mL,
con la cascara de limén persa para ambas cepas. La pérdida de actividad que se presenté en todos los
casos a las 48 horas, en el caso de la cdscara de limén mexicano para ambas cepas y el limén persa
para A. niger N-402, y a las 72 horas en el caso del limén persa para A. flavus CECT-2687, puede
deberse a que el microorganismo a entrado en fase de muerte celular, por lo que la secreciéon de
enzimas disminuye, a si como también la inactivacidn de las mismas. Un dato a destacar, es que tanto
A. flavus CECT-2687 como A. niger N-402 tienen el mismo valor final de actividad enzimatica para los
dos lotes de limon. Esto se puede explicar por medio de que la fuente de carbono presente en el medio

tenia el mismo tratamiento previo.
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Figura 22: Cinética de produccién de actividad exopectinolitica con respecto al
tiempo, en medio basal con 1% p/v con los 2 lotes de céscara de limén, para

A. niger N-402 vy A. flavus CECT-2687.

La actividad xilanolitica para A. flavus CECT-2687, como se ha observado anteriormente, es deficiente,
el valor maximo se obtuvo a las 72 horas con 11 U/mL con la cascara de limén persa. Las dos cepas
presentan el mismo comportamiento frente a las dos diferentes fuentes de carbono con una diferencia
de cinco unidades enzimaticas actividad xilanolitica. Por lo observado en los datos pasados, se decidio

seguir con el segundo lote de cascara de limén, es decir el limdn persa con tratamiento previo, para la
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fermentacion en la que se daria la produccién en masa de enzimas, para la posterior realizacion de

zimogramas, geles de electroforesis y concentrados enzimaticos.
5.4 Produccién en masa de enzimas por fermentacién por lote

Esta fermentacidn, tuvo como finalidad la produccidon de mayores volimenes de enzimas, para su
caracterizacion posterior. Para tal efecto se eligieron los sustratos que presentaron mayor actividad
tanto xilanolitica, como pectinolitica. Se realizé una fermentacidén con cdscara de limdn persa y olote
de maiz, para ambas cepas utilizando 4 matraces para cada condicién. Los filtrados obtenidos se
analizaron y a partir de ellos se prepararon los concentrados para realizar el analisis por medio de los
geles de SDS-PAGE y zimogramas y la caracterizacién de los mismos. Se incubaron 4 matraces con
cascara de limén u olote de maiz al 1% con cada cepa, lo que nos da una totalidad de 16 matraces, se
incubaron a 37°C con 300 rpm, por 72 horas, en esta fermentacion no se realizaron muestreos, para no
disminuir el volumen final de los medios. Sélo se muestred el tiempo cero y el final de cada matraz,

para control.
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Figura 23: Promedio de la actividad exopectinolitica con las dos diferentes
fuentes complejas de carbono al 1% p/v en medio basal para A. niger N-

402 y A. flavus CECT-2687.
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Como se puede ver en la figura 23, la actividad promedio para la cepa A. flavus CECT-2687 para la
cascara de limén con 13.7 U/mL y para olote de maiz fue 10.6 U/mL. Resultado que se esperaba, ya
gue por todos los experimentos anteriores, se habia determinado que la mejor actividad se presenta

con la cascara de limon.

Asi mismo, para A. niger N-402, la mejor actividad pectinolitica con 18.9 U/mL fue en olote de maiz,
este comportamiento, también era esperado, ya que la mejor actividad es en esta fuente de carbono.

Para cascara de limdn la actividad pectinolitica promedio fue de 17.5 U/mL.
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Figura 24: Promedio de la actividad xilanolitica con las dos diferentes
fuentes complejas de carbono al 1% p/v en medio basal, para A. niger N-

402y A. flavus CECT-2687.

En la figura 24, en ambas cepas, A. flavus CECT-2687 y A. niger N-402, la cdscara de limdn presenta la
actividad xilanolitica menor, 12 U/mL y 56 U/mL respectivamente, resultados que ya se tenian
previstos, por los anteriores resultados. La actividad xilanolitica predominante, con olote de maiz, para

A. flavus CECT-2687 fue de 62.5 U/mLy para A. niger N-402 de 80.3 U/mL.
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5.5 Analisis de los perfiles electroforéticos

Para analizar los concentrados enzimaticos, se corrieron geles de SDS-PAGE al 10%, cada poso
se cargd con 5uL de concentrado enzimatico y 5uL de buffer de carga. Se cargaron 3 series de las
muestras, la primera se utilizd para la visualizacién de las bandas de proteina constitutivas de los
concentrados enzimaticos. El segundo y el tercer gel fueron tratadas para observar las bandas de

actividad pectinolitica y xilanolitica, es decir, se elaboraron zimogramas de actividad in situ.
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Figura 25. Geles SDS-PAGE. A) Electroforesis SDS-PAGE tefiido con azul de
Coomasie. B) Zimograma de actividad xilanolitica tefiido con rojo Congo.

C) Zimograma de actividad pectinolitica tefiido con rojo de rutenio.

La Figura 25 A corresponde al perfil electroforético de proteina de los cuatro filtrados enzimaticos, por

lo que se pueden observar las proteinas constitutivas de todos los concentrados. El primer carril (M)
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representa al marcador de peso molecular de bajo espectro con proteinas puras ubicadas en un rango
de 14.4 - 97.4 KDa. En el segundo carril (CLF) es el concentrado de A. flavus CECT-2687 creciendo en
cascara de limdén, el barrido presente indica una definida, pero baja concentracion de proteina se
pueden observar 7 bandas definidas, la primera se encuentra en un peso molecular cercano a los 21.5
KDa, de la banda 2 a la 4 se encuentran entre los 31 y 45 KDa de peso molecular, las siguientes, es decir
de la 5 a la 7 tienen un peso molecular de entre los 66.2 y 45 KDa. El tercer carril (OMF) contiene el
concentrado de la cepa A. flavus CECT-2687 creciendo en olote de maiz, en esta la principal banda se
presenta alrededor de los 31 KDa, sin embargo, se pueden observar varias bandas mas, todas entre los
31y 45 KDa. En el cuarto y quinto carril, se encuentran los concentrados obtenidos con la cepa A. niger
N-402 y claramente se observa una mayor cantidad de proteina como, por los resultados obtenidos en
los experimentos anteriormente expuestos, se esperaba. En el carril cuarto (CLN) se puede observar el
perfil electroforético del concentrado del filtrado enzimatico de la cepa A. niger N-402 con cdscara de
limdén como fuente de carbono, se observan 9 bandas, la mayoria de ellas se encuentran entre los 94.7

y 45 KDa, las dos ultimas bandas se encuentran en pesos moleculares pequefios, 31y 21.5 KDa.

La figura 25 B representa el zimograma de actividad xilanolitica, donde los 4 carriles presentan halos de
degradacion de xilano, las mas intensas se encentran en los carriles tres y cuatro, CLN y OMN
respectivamente, en el primero claramente se distinguen 2 bandas que también estdn presentes en el
perfil electroforético, estas se encuentran entre los 31 y 21.5 KDa, por otro lado el carril cuarto carril
(OMN) presenta sdlo un halo intenso de degradacién, que respalda el perfil electroforético, ya que es
una de las bandas mas intensas y se encentra muy cerca de 31 KDa. Para los carriles CLF y OMF sélo se
distingue una zona de degradacién practicamente en el mismo peso molecular y que se encuentra

aproximadamente en 54 KDa.

La figura 25 C es la imagen del zimograma de actividad pectinolitica en éste sélo se observan 2 halos
de degradacion de pectina, se encuentran en el tercer carril (CLN) y se encuentran entre los 66.2 y 45
KDa. Estos resultados, llevan a pensar que la concentracién de las enzimas pectinolitica es muy baja, lo

gue no permite un correcto andlisis por medio del zimograma.

5.6 Caracterizacién de los concentrados enzimaticos de ambas cepas
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5.6.1. Efecto de la Actividad Exopectinolitica de acuerdo al grado de esterificaciéon

del sustrato

Se observd que la actividad pectinolitica tuvo diferentes actividades de acuerdo al sustrato
utilizado, cabe mencionar que el blanco en este experimento, es la actividad presente en los filtrados
originales, es decir, sin ultrafiltrar. El grado de esterificacién afecta los perfiles de actividad enzimatica
en cada concentrado enzimatico, esto es debido a que el conjunto de enzimas que secreta cada hongo,
tiene un sustrato ideal de accién, en el cual, el sinergismo de todas las enzimas acelera la reaccion, en
este caso en particular, el proceso de degradacion del sustrato. Las pectinas con diferentes grados de

esterificacion son pectinas de frutos citricos.
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Figura 26: Actividad exopectinolitica obtenida con los concentrados enzimaticos con

pectinas con diferente grado de esterificacion y polimerizacion.
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Se analizaron las actividades de cada concentrado enzimdtico con la pectina de manzana para
determinar, las diferencias que se presentaban con el tipo de fuente de donde se obtuvo el sustrato, es

decir, frutas citricas o manzana.

En el caso de OMN, se puede observar un comportamiento tipo gaussiano de afinidad al sustrato de
acuerdo al grado de esterificacién, presentandose la mayor actividad con pectina de 71-75% de
esterificacion con 140 U/mL, el siguiente punto de actividad mas alta fue con pectina con 67-71% de
esterificacion con una actividad de 116 U/mL, los siguientes puntos con actividades aproximadamente
de 60 U/mL, son las pectinas con 90% y 63-67% de esterificacion, la actividad sigue decayendo en la
pectina con 52.3% de esterificacion. Este fendmeno se puede explicar, con que muchas enzimas
necesitan componentes 6 grupos quimicos especificos para reconocer su sustrato, en el caso de las
pectinasas, en muchos casos el grupo éster es el que tiene este papel. El punto mdximo de actividad, se
puede deber a que no se presenta impedimento estérico, ni hay ausencia del grupo funcional lo que

puede evitar que se de la formacidn del complejo enzima sustrato.

Para el siguiente concentrado enzimatico que se observé la misma actividad con comportamiento
gaussiano, fue para CLN, sin embargo el punto maximo se presentd en la pectina con 67-71% de
esterificacion con 141.2 U/mL, seguido por la actividad en la pectina con 71-75% de esterificacion con
un valor de 127.4 U/mL, para la pectina con 63-67% de esterificacion la actividad fue de 104.5 U/mlL,
las siguientes con actividades muy parecidas fueron la pectina con esterificacion de 52.3% y el acido
poligalacturdnico con 66.2 y 63.2 U/mL. El comportamiento observado en ambos concentrados con la
misma cepa A. niger N-402, es consistente por el mismo comportamiento, aunque con diferentes

sustratos ideales.

En cambio, las cepa A. flavus CECT-2687, en ambos concentrados los resultados no siguen un patrén
definido, aunque se puede destacar que OMF, no presenta actividad en pectinas sin esterificar y muy
esterificadas. Y en pectinas con esterificacién entre 75 y 52.3%de esterificacion la actividad es
relativamente estable, con un valor maximo de actividad de 52 U/mL en la pectina de menor

esterificacion y el valor minimo de 30 U/mL en pectina con 63-67% de esterificacion.

Para CLF, se presentd actividad mas alta que OMF, con un valor de 109 U/mL en la pectina de 67-

71%de esterificacion y un valor minimo de 52.03 U/mL en la pectina con 52.3% de esterificacion. Cabe
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recalcar que este concentrado fue el que presentdé mayor actividad en la pectina de manzana 87.3
U/mL, comparados con las actividades de los demas concentrados 40.5 U/mL para OMN, 17.4 U/mL

para CLN y 15.64 U/mL para OMF.

5.6.2 Efecto en la Actividad Xilanolitica de acuerdo al origen del sustrato

Determinar si la actividad xilanolitica variaba de acuerdo al origen del sustrato. Los sustratos
utilizados fueron xilano de madera de abedul y xilano de avena. El blanco se realizdé con los filtrados

originales, es decir, antes de ultrafiltrar.

Actividad xilanolitica con diferentes sustratos

1200
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©
£ 800
.E B OMN
N
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]
3 m OMF
=
T 400 - mCLF
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200 -

. H =

Xilano de abedul Xilano de avena Blanco

Figura 27: Actividad xilanolitica obtenida con los concentrados enzimaticos con

xilanos diferentes fuentes.

La actividad en concentrado enzimatico OMN, tuvo su mayor actividad en xilano de abedul con
1051.62 U/mL, casi el doble de actividad que presentaron los concentrados CLN y OMF con 465.74
U/mL y 450 U/mL, respectivamente. Comparando OMN y CLF, la actividad que muestra OMN es 13
veces mayor que la de CLF. Para que se de la produccion y secrecidon de enzimas xilanoliticas, debe de

haber induccion por medio de la presencia del sustrato en el medio, lo que no es el caso en la cdscara
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de limén debido a que el xilano se encuentra en muy baja concentracién. Lo que se repite en los dos

concentrados de cascara de limodn.

El concentrado enzimdatico OMF fue el que presentd mayor actividad en el xilano de avena con 598
U/mL, en cambio CLF presenté una actividad de 147 U/mL 4 veces menor actividad que OMF. El
concentrado enzimatico OMN tuvo una actividad de 475 U/mL, aproximadamente el 80% de la
actividad que presenté OMF. El concentrado enzimatico CLN tuvo una actividad de 301 U/mL, lo que

representa 1.6 veces menor actividad de OMN.

La composicion del xilano de avena y la del olote de maiz, podrian ser clave en la diferencia en las

actividades que se presentaron, por la concentracion de arabinosas u otro sustituyente.

5.7 Cinética de degradacion de sustratos por medio de los concentrados

enzimaticos

Una enzima es una proteina qué actua como catalizador bioldgico, llevando a cabo reacciones
bioquimicas a muy altas velocidades, no se consume dentro de la reaccién y en general presenta un

elevado grado de especificidad (Badui, 2006).

El modelo de Michaelis y Menten considera que cuando el reactivo o sustrato [S], esta en contacto con
la enzima [E], rdpidamente se combinan para formar un complejo llamado enzima-sustrato [ES].

Posteriormente, de este complejo se liberan tanto el producto como la enzima.

Kat k.2
S+ F &— FE§S & P+ E
k-1 k.2

Figura 28: Ecuacion general para una reaccion enzimatica en la que

participa un sustrato.
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En la ecuacion anterior;
S: sustrato ES: complejo enzima-sustrato

E: enzima P: producto

Se dice que la rapidez de formacién y descomposicién del complejo enzima-sustrato es la misma lo que

indica que esta en equilibrio, como se puede ver en la ecuacion (2).

Por lo anterior tenemos que:

¢ —K,[E][S] + K_4[ES] (D
dt
% = K, [E][S] — K_{[ES] — K,[ES] =0 En equilibrio (2)
ap = K,|ES 3
P 2[ES] (3)
K [E][S] = (K_1 + K3)[ES] (4)

_ K[E][S] _[E][S]
[ES] = K..+K, Km ®)

Se sabe que el balance de la concentracion de la enzima es el siguiente:

[E] = [E¢] — [ES] (6)

(ES] = ([E] — [ESD o = 2L [SI[Ey] — = ES]Is] )

Por lo tanto,

S 1
£51(1+2) = gs)iE] ®)
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_[SI[E7]
[ES] = Km + [5] 9)

Sustituyendo (9) en (3); obtenemos que,

dP _ K,[Er][S]

qt - Km+[S] (10)

Sin embargo, la ecuacién global de Michaelis-Menten, esta expresada con respecto a la concentracion

de sustrato, por lo que podemos deducir que,

dS dP  K,[E][S]

TG At Km+[S] (1)

Degradacidn de sustrato y formacion de producto en una reaccién
enzimatica

So

Concentracion

Po

Tiempo

Figura 29: Representacion grafica del comportamiento de la
degradacion de sustrato y la consecuente formacién de producto en

una reaccion catalizada enzimaticamente.
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La ecuacion (11) se explica mediante la grafica anterior; ya que la formacion de producto depende de
la siguiente relacién P = [Sq] - [S], experimentalmente se obtuvieron los datos de generacién de
producto por medio de la reaccidon enzimatica. Por lo que gracias a lo anterior se pudo obtener la
concentracion de sustrato en cada punto experimental.

Para obtener la velocidad de la reaccién se utilizé el teorema del valor medio o teorema de Lagrange,
en los tiempos de muestreo, ya que es una propiedad de las funciones derivables en un intervalo, vy
dice que dada cualquier funcién (f) continua en el intervalo [a, b] y diferenciable en el intervalo abierto
(a, b) entonces existe al menos algun punto c en el intervalo (a, b) tal que la tangente a la curva en (c)

es paralela a la recta secante que une los puntos (a, f(a)) y (b, f(b)). Es decir:

fb) - f(@)

———=1 (12)

Por medio del diagrama de Lineweaver-Burk (figura 30), en el que se grafican los inversos de la
velocidad contra concentracion de sustrato y obteniendo la regresién de la recta obtenida se obtienen
las constantes cinéticas, Km y Vmax, como se puede ver en la ecuacion (13). En el caso especifico de
este trabajo, no se pueden considerar como constantes cinéticas por si mismas, ya que los
concentrados enzimaticos son un conjunto de enzimas, en las que puede existir un efecto sinérgico de

las mismas. Por lo anterior llamaremos las constantes obtenidas constantes cinéticas aparentes.

==

. m

T

_ﬁ\ T

Figura 30: Diagrama de Lineweaver-Burk
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La regresion lineal de este diagrama sigue la siguiente ecuacién;

% - (VIfnT:x) (%) * Vrrlléx (13)

Las unidades utilizadas para la obtencién de los pardmetros cinéticos aparentes son miligramos por
mililitro, [mg/mL], debido a que no se puede conocer la concentracidon de los polimeros utilizados
como sustratos, es decir, xilano y pectina. También para poder analizar los datos experimentales se
obtuvo el tiempo tedrico de degradacién de sustrato por medio de la ecuacion (14) que es la ecuacion
integrada de Michaelis-Menten.

P—Km <Ln (SOS; P))

t = 14
Vmax (14)

5.7.1 Cinética de degradacion de Pectina

Para determinar la cinética de degradacion de pectina se utilizaron los cuatro concentrados
obtenidos es decir, OMN, CLN, OMF y CLF, con pectina con 67-71% de esterificacién, ya que en esta
fue donde se presentd la mejor actividad en los cuatro filtrados. La determinacidn de las mismas se

realizé como se explicé en el punto anterior.

Para obtener las graficas siguientes, se obtuvieron las Vmax aparentes y Km aparentes con los datos
experimentales de cada uno de los concentrados, las cuales respectivamente fueron sustituidas en la
ecuacién 14, que como se explicd anteriormente, da como resultado un tiempo tedrico de
degradacion de sustrato. Se expondran los resultados obtenidos por grupos de concentrados de la

misma fuente de carbono, ya que se obtuvieron resultados consistentes.
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En principio, las consideraciones generales de la cinética quimica pueden aplicarse a las reacciones
catalizadas enzimaticamente, aunque estas ultimas tienen la particularidad de mostrar el fendmeno de
saturacion por sustrato. A una concentracién constante de enzima, si vemos el grafico de la velocidad
de la reaccion catalizada enzimaticamente en funcion de la concentracion del sustrato, es evidente que
a bajas concentraciones del mismo la velocidad de formaciéon de producto es proporcional a la
concentracion del sustrato. A medida que se aumenta la concentracion de sustrato se aprecia una
pérdida de la proporcionalidad, en esta zona la reaccién es de orden mixto y finalmente, a altas

concentraciones, la velocidad de la reaccion es independiente de ésta. (Lei y Jiang, 2011)

Las constantes cinéticas de los filtrados son aparentes, ya que se esta determinando la actividad de un
grupo de enzimas y no una sola, las constantes cinéticas son Unicas para cada enzima, sin embargo
para analizar el proceso que se lleva a cabo en la degradacion de la pectina de los concentrados

enzimaticos, estas se consideraran como una sola enzima.

Tabla 1: Propiedades cinéticas aparentes de los filtrados enzimaticos CLN,

CLF en la degradacién de pectina con 67-71% de esterificacion.

Propiedades
Enzimaticas CLN CLF
Aparentes

Vmax [mg/ml*min] 0.2 0.4
Km [mg/mL] 49 57.8

La velocidad maxima (Vmax) corresponde al valor maximo al que tiende la curva experimental, y la Km
corresponde a la concentracion de sustrato a la cual la velocidad de la reaccién es la mitad de la Vmax,

la Km, también expresa el grado de afinidad de una enzima por su sustrato.

La afinidad de las enzimas CLN, tienen un Km mas pequeiio, lo que significa que son mas afines al
sustrato, la Vmax es aproximadamente la mitad que la de CLF. El Km de CLF es muy grande,

aproximadamente 11 veces mas que CLN, lo que se puede ver reflejado en las graficas siguientes.
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Cinética de degradacion pectina por medio de CLN
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Figura 30: Comparacion de la formaciéon de producto experimental y tedrica,
calculada por medio de la ecuacion integrada de Michaelis-Menten, de pectina con

67-71% de esterificacidn; con el concentrados enzimatico CLN.

La cinética tedrica del concentrado CLN, como se puede observar en la figura 30, empieza a separarse
de la experimental a partir de los 40 minutos de reaccidn, aunque se sabe que no se esta
determinando la acciéon de una sola enzima, sabemos que puede o no existir sinergismo en la hidrdlisis
de pectina. Aunque experimentalmente a los 140 minutos de reaccién, se obtuvo una concentracién
final de 16.5 mg/mL y tedricamente se deberia de haber formado 18 mg/mL de producto, es decir

acido galacturénico.
La disminucidon en la actividad anterior, se puede deber a una saturacién de las enzimas

poligalacturonasas, que son las que ademas de disminuir la viscosidad de las soluciones de pectina,

aumentan los sitios de accidén de otras enzimas.
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Cinética de degradacion pectina por medio de CLF
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Figura 31: Comparacion de la formacion de producto experimental y tedrica
calculada por medio de la ecuacidn integrada de Michaelis-Menten, de pectina con

67-71% de esterificacion; con el concentrado enzimatico CLF.

La cinética de degradacidn de pectina del concentradoCLF, la actividad en la primera hora de reaccién
experimentalmente es mayor que la tedrica, sin embargo después de este tiempo la actividad
enzimatica disminuye, como sucedié en el caso anterior donde se puede ver claramente el

decaimiento de la actividad enzimatica.

Como se menciond anteriormente se puede deber a la saturacidén del grupo de enzimas, presentes en
el concentrado enzimdtico. Sin embargo, la mayor diferencia en este caso en particular es que después
de los 90 minutos la actividad no es tan francamente diferente al calculado tedéricamente, como

sucedio en el caso de CLN.
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Tabla 2: Propiedades cinéticas aparentes de los filtrados enzimdaticos OMN y

OMF en la degradacion de pectina con 67-71% de esterificacion.

Propiedades
Enzimdticas OMN OMF
Aparentes

Vmax [mg/ml*min] 0.15 0.16
Km [mg/mL] 4.3 14.2

La Vmax de OMN y de OMF no presentan diferencias significativas entre si, lo que cabe recalcar es la

diferencia que existe en los dos Km de los concentrados enzimaticos, siendo la de OMF

aproximadamente 3 veces la Km de OMN, hecho que se ve claramente reflejado en las siguientes

graficas, ya que la afinidad en OMN es mayor que la de OMF.

Azucares Reductores [mg/mL]

Cinética de degradacion pectina por medio de OMN
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Figura 32: Comparacién de la formacién de producto experimental y tedrica,
calculada por medio de la ecuacién integrada de Michaelis-Menten, de pectina con

67-71% de esterificacion; con el concentrado enzimatico OMN.
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La cinética de degradacion de pectina con el concentrado OMN, teéricamente da una reaccion de
orden cero, ya que a concentraciones de sustrato elevadas, la velocidad de reaccién es independiente
de la concentracion del sustrato, y por tanto, la reaccidn es un proceso cinético de orden cero, sin
embargo experimentalmente los datos sélo se relacionan hasta los 35 minutos de reaccién, ya que
experimentalmente se obtuvo también una reaccion de orden cero, pero con diferente
comportamiento; que se ve reflejado en la disminucién de actividad enzimatica del conjunto de

enzimas del concentrado.

Los datos experimentales, casi en todos los puntos de muestreo a partir de los 80 minutos de reaccién,
se encuentran 3 unidades de concentracion de producto (mg/mL) por debajo de los resultados
tedricos, una posible explicacidn, es que el conjunto enzimatico del filtrado OMN, sufren saturacién a

lo largo de la reaccidn atrasando la degradacién de la pectina.

Otro factor, que podria haber influido en la reaccién es que en el bafio de agua, en el que se llevaron a
cabo las reacciones, existe una zona que se encuentra mas cerca a la fuente de calor, y aunque se traté
de encontrar las zonas con temperatura mas homogénea, el matraz mds cercano a esta zona siempre
se encontraba entre 0.6 y 1.5°C por arriba de la temperatura ideal, lo que pudo haber truncado la
actividad enzimatica, dando como resultado la diferencia en ambas curvas de degradacion de pectina,

la experimental y la tedrica .
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Cinética de degradacion pectina por medio de OMF
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Figura 33: Comparacién de la formacién de producto experimental y tedrica,
calculada por medio de la ecuacidn integrada de Michaelis-Menten, de pectina con

67-71% de esterificacion; con el concentrado enzimatico OMF.

La degradacién de la pectina por medio del concentrado OMF, en la reaccidn experimental
practicamente desde el inicio de la misma mostré una mayor formacién de producto, que la esperada
tedricamente con una diferencia de 2 mg/mL mas que el tedrico. Sin embargo para los 100 minutos de
reaccion empieza a disminuir la cantidad de producto formado, como sucedié en los casos anteriores,
aunque en los 140 minutos de reaccién volvidé a aumentar la actividad del filtrado, aunque no con la

misma velocidad que al principio de la reaccion.

Las variaciones que se presentaron a lo largo de la degradacidn de pectina, en este caso en particular,

se podria deber al sinergismo enzimatico en el que la produccién de nuevos sustratos y la accién de

enzimas que actuan sobre estos, da la variacion de formacidn de azlcares reductores.
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5.7.2 Cinética de degradacion de Xilano

El xilano elegido para determinar las cinéticas de degradacion de este sustrato con los

concentrados obtenidos, fue el xilano de abedul, ya que con este se presentd la mayor actividad con

los mismos. Pero solo se analizaron las cinéticas de degradacién de xilano con los concentrados

procedentes de ambas cepas con olote de maiz como fuente de carbono, ya que estos fueron los que

presentaron mayor actividad.

Tabla 3: Propiedades cinéticas aparentes de los filtrados enzimaticos

OMN y OMF en la degradacion de xilano de abedul.

Propiedades

Enzimdticas OMN OMF
Aparentes

Vmax [mg/ml*min] 0.72 0.4
Km [mg/mL] 26.6 13.2

La velocidad maxima aparente, de OMN es 0.72 mg/mL*min, en cambio para OMF es 0.4 mg/mL*min,

como se menciond anteriormente, ésta es el valor de velocidad maximo al que tiende la curva

experimental. Y se ve reflejado en la cantidad de producto formado al mismo tiempo, por ejemplo a

los 80 minutos de reaccién OMN, ha generado una mayor cantidad de azucares reductores que OMF.

Se sabe que el Km depende el pH, la temperatura, el tipo de sustrato, pero no de la concentracion del

mismo. El Km de OMF es la mitad que la presentd el conjunto enzimatico de OMN, por lo anterior, esto

quiere decir que OMF son mas afines al sustrato seleccionado, es decir xilano de abedul.
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Cinética de degradacion xilano por medio de OMF
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Figura 34: Comparacién de la formacién de producto experimental y tedrica,
calculada por medio de la ecuacién integrada de Michaelis-Menten, de xilano de

abedul; con el concentrado enzimatico OMF.

La cinética de degradacidn de xilano de abedul experimental y la tedrica se ajustan casi perfectamente,
solo entre los 20 y 50 minutos de reaccidn la formacion de sustrato es mayor que la que se esperaba
tedricamente, en el inicio de la reaccion la velocidad ya que el numero de “choques” es maximo y se ve
reflejado en que la velocidad de produccién es mayor, después disminuye como se ve que a partir de
los 140 minutos de reaccidn empieza a hacerse asintdtica, es decir que se empieza a llegar el final de Ia

reaccion ya que no habra mas formacion de producto.

Otro factor que pudo haber aumentado la velocidad de formacion del producto, fue el posible

sinergismo de todas las enzimas que contenia el concentrado enzimatico.
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Cinética de degradacidn Xilano por medio de OMN
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Figura 35: Comparacion de la formaciéon de producto experimental y la tedrica,
calculada por medio de la ecuacién integrada de Michaelis-Menten, de xilano de

abedul; con el concentrado enzimatico OMN.

En este caso en particular, de la cinética de degradacidn de xilano de abedul con OMN, Ila formacién de
producto siempre se encontré por debajo del que se esperaba tedricamente. Experimentalmente se produjo

una unidad de concentracién (mg/mL) debajo de la tedrica.
Cabe recalcar que al tiempo final, 140 minutos de reaccidn, la concentracién de azlcares reductores en ambos

caso de las degradaciones de xilano, fue mayor que las de pectina, en las cueles se produjo aproximadamente

15 mg/mL, y en la de xilano 19 mg/mL.
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5.8 Liberacion de pectina por efecto de tratamiento enzimatico

La liberacién de pectina se determiné comparando con el blanco, que era un matraz con las
mismas condiciones, 100mL de solucidén de cdscara de limdn persa al 3% en buffer de acetatos pH 5y
se incubd por 3 horas con agitacién continua reciprocante, la Unica diferencia es que no se traté con
concentrados enzimaticos. Pasado el tiempo de incubacidn se filtraron cada uno de los matraces se

recupero el solido en papeles filtro y se llevé a peso constante.

Porcentaje de liberacién de pectina por efecto de tratamiento
enzimatico
6 5.68
5
4 mCLN
S m CLF
()
T . o = OMN
S ® OMF
o
g = CLN/OMN
) - I = CLF/OMF
1_ I
0 -

Figura 36: Porcentaje de a la perdida de peso de cascara de limén por medio de

liberacion de pectina por medio de tratamiento enzimatico.
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Como se puede observar en la figura 36, se utilizaron los cuatro concentrados y ademds una mezcla de
los dos concentrados de la misma cepa, es decir CLN/OMN y CLF/OMF, como se puede observar donde
una mayor perdida de peso fue en la mezcla de los concentrados de A. flavus CECT-2687, donde hubo
una pérdida de 5.68% de peso con respecto al blanco, por lo que se puede decir que hubo sinergismo
de la mezcla de los concentrados, ya que de los concentrados sin mezclar fueron los que obtuvieron

una mayor pérdida de peso fueron CLF, con 4.7%, y OMF, con 3.84%, con respecto al blanco.

Los concentrados de A. niger N-402 fueron los que presentaron una menor actividad degradadora de
pectina CLN con una pérdida de 2.81% y OMN con 2.52%. Aunque la mezcla de ambas presenté una

mejor actividad degradadora con 3.73% de perdida de peso con respecto al blanco.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

1. La cepas A. flavus CECT-2687 y A. niger N-402 creciendo en pH 6 y con olote de maiz y cascara
de limdén como fuentes de carbono, tienen mayor actividad tanto xilanolitica como pectinolitica,

gue creciendo en salvado de trigo.

2. La actividad pectinolitica de la cepa A. niger N-402 en cascara de limoén es 1.3 veces mayor que
la actividad de la cepa A. flavus CECT-2687. En el caso de olote de maiz la actividad pectinolitica

de A. niger N-402 es 1.7 veces mayor que la actividad de la cepa A. flavus CECT-2687.

3. La actividad xilanolitica de la cepa A. niger N-402 en cascara de limdén es 4.7 veces mayor que la
actividad de la cepa A. flavus CECT-2687. En el caso de olote de maiz la actividad xilanolitica de

A. niger N-402 es 1.3 veces mayor que la actividad de la cepa A. flavus CECT-2687.

4. De las enzimas secretadas por la cepa A. niger N-402 creciendo en cascard de limén, se
caracterizaron 2 enzimas especializadas en la degradacién de xilano y 2 enzimas especializadas
en la degradacion de pectina. En cambio, creciendo en olote de maiz, se caracterizdé una enzima
especializada en la degradacién de pectina. Por otro lado, para la cepa A. flavus CECT-2687
creciendo en cascara de limén y olote de maiz, se identific6 una enzima especializada en la

degradacidn de xilano.

5. Las enzimas secretadas por la cepa A. niger N-402 crecida en olote de maiz, presentan mayor
actividad catalitica en pectina citrica con 71-75 % esterificacion y en xilano de madera de
abedul. Y las enzimas secretadas por la misma cepa, pero crecida en cascara de limdn persa,
presentan mayor actividad catalitica en pectina citrica con 67-71 % esterificacion y también en
xilano de madera de abedul. Sugiriendo que en las dos fuentes de carbono se producen

enzimas con diferentes propiedades cataliticas.
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6. Las enzimas secretadas por la cepa A. flavus CECT-2687 crecida en olote de maiz, presentan
mayor actividad catalitica en pectina citrica con 52.3 % esterificacién y en xilano de avena, en
cambio, las enzimas secretadas por la misma cepa, pero crecida en cdscara de limén persa,
presentan mayor actividad catalitica en pectina citrica con 63-71% esterificacién y también en

xilano de avena.

7. Las constantes aparentes calculadas para la degradacién de pectina y xilano, nos muestran que
las Vmax en la cinética de degradacién de pectina los concentrados enzimdticos CLN, OMF y
OMN, no presentan diferencia significativa, sin embargo el concentrado CLF, tiene la mayor
Vmax. Los Km de los concentrados de A. niger N-402 no presentan diferencia significativa, y las
enzimas que componen los mismos son mas afines que las de A. flavus CECT-2687. Para las
cinéticas de degradacion de xilano, el Vmdax mayor corresponde a OMN, y el menor Km
corresponde al concentrado enzimatico OMF, ademas corresponde al doble del Km del
concentrado enzimatico OMN. Por lo que, se concluye que cinéticamente las pectinasas
producidas en estas condiciones por la cepa A. flavus CECT-2687, no parecen tener una ventaja
catalitica sobre las de A. niger N-402. Sin embargo, en el caso de las xilanasas A. flavus CECT-

2687 tiene una menor Km que las enzimas de A. flavus, por lo que podria verse favorecido.

8. En el experimento en el que se determind la extraccion de pectina de la cascara de limén persa
tratado con los concentrados enzimaticos, en todos los casos se presenta mayor pérdida de
peso respecto al control. Sin embargo, la mezcla de los concentrados de A. flavus CECT-2687,

fue el que presento mayor porcentaje de liberacidn de pectina.
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