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1. Introduccién

El género Aspergillus lo conforman mas de 300 especies distribuidas en todo el
mundo. Algunas de estas especies son patogenos de humanos y animales, otras son
mohos saprofiticos que pueden encontrarse en ambientes extremos u oligotropicos
(Frisvad y Larsen, 2016).

Estas especies secretan diversas enzimas degradadoras que les permiten obtener el
carbono y la energia necesarios para su ciclo celular a partir de polimeros como xilano,
pectinas, poligalacturonanos, entre otros (Bennet, 2010). Asi, especies del género
Aspergillus son ampliamente utilizadas en diversos procesos industriales para elaborar
productos como acidos organicos, enzimas, antibidticos y alimentos fermentados de
varios tipos, por ejemplo para la obtencion de acido citrico, celulasas, penicilina y salsa
de soya, respectivamente. Estos ultimos productos estan clasificados como GRAS
(Generally Regarded As Safe, por sus siglas en inglés), por lo que su aplicacion en la

industria farmacéutica y de alimentos es posible (Villena y Gutiérrez-Correa, 2003).

El xilano es un polimero muy abundante en la naturaleza y para su degradacion se
requiere de la accidbn de un sistema enzimatico, compuesto principalmente por
xilanasas y los productos de la hidrdlisis son azlicares mas simples como la xilosa.
Algunos ejemplos de estas enzimas producidas por hongos y bacterias son la -1,4-
endoxilanasa y p-xilosidasa. También se consideran en este grupo la o-L-
arabinofuranosidasa, a-glucoronidasa, acetilxilanoesterasa y feruloilesterasa (Amaike,
2011). Las aplicaciones industriales y comerciales de las xilanasas incluyen el
tratamiento de desechos agroindustriales, la clarificacion de jugos, la extraccion de
café, aceites esenciales y almidén, el mejoramiento de productos de la industria
panificadora, el pretratamiento de forrajes para ganado, la produccion de

biocombustibles y blanqueamiento de pulpa para papel (De Alencar et al., 2013).

Sin embargo, algunas cepas de Aspergillus, ademas de generar enzimas de

importancia econdmica, producen metabolitos secundarios toxicos. Tal es el caso de
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Aspergillus flavus, un microorganismo conocido especialmente por su capacidad para
producir diversas micotoxinas de tipo aflatoxinas. Este hongo sapréfito es capaz de
infectar plantas en desarrollo, cultivos de algodon, aguacate, cereales (maiz y trigo),
etc., provocando pérdidas econdémicas importantes (se estima que las pérdidas anuales
por contaminacion de alimentos con aflatoxinas en los EEUU ascienden a 270 millones
de dolares) (Georgianna y Payne, 2009), ademas de que representa serios problemas
de salud debido al caracter carcinogénico y teratogénico de estos metabolitos. Asi, mas
de 100 paises en todo el mundo has establecido limites muy rigurosos en el contenido

de aflatoxinas en alimentos y materias primas (Amaike, 2011).

El presente trabajo de investigacion busca evaluar la produccion de enzimas
xilanoliticas por la cepa toxigénica del hongo A. flavus CECT-2687, con la finalidad de
comprender y establecer la forma en la que estas enzimas participan en los proceso de
colonizacion de plantas como el maiz. Asi, se determinaran las condiciones mas
adecuadas de cultivo para cepas de A. flavus que permitan la produccion de enzimas,
ademas de que se espera que con el uso de sustratos complejos ricos en polimeros de
xilano, se observe la actividad enzimatica que permita establecer la relacion entre la
presencia y variedad enzimatica con el potencial degradativo y de virulencia de la cepa

de estudio.
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2. Antecedentes

2.1 Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son microorganismos eucariontes, heteroétrofos, aerobios y
morfologicamente complejos. La mayoria de estos crece entre 0 y 55 °C, con una
temperatura optima entre 20 y 30 °C (Bonifaz, 2009), y presentan diferentes formas de
crecimiento a lo largo de su ciclo de vida, comenzando con una estructura basica
vegetativa llamada espora. Por otra parte, la mayoria de los hongos son organismos
multicelulares y forman una red de filamentos llamada hifa, compuesta por células
tubulares septadas (Figura 1). La hifa, que es la parte del hongo en la que se lleva a
cabo el intercambio de sustancias con el ambiente, crece y se ramifica formando
masas de hifas (micelio). Dependiendo de las condiciones de crecimiento, algunas
especies de hongos filamentosos pueden crecer como células independientes o como
micelio. A partir de este ultimo, las ramas de hifas pueden alcanzar el aire por encima
de la superficie, y después de un periodo vegetativo, el crecimiento continda con la
reproduccion que se lleva a cabo por medio de la formacién de esporas asexuales, es
decir, que su formacién no implica la fusion de los gametos o0 meiosis, en un area
llamada conidio (Smith, 1994). A menudo las hifas estan pigmentadas de color negro,
verde, azul, rojo, amarillo o marrén. Los conidios dan al micelio el aspecto polvoriento y

facilitan la dispersion del hongo a nuevos habitats.

Fidlides Vesicula /

o Conidias

oo Esporas

00
(o]
/ GERMINACION

v Al NS
Hifa

Figura 1. Ciclo de vida y estructura de Aspergillus nidulans (Adaptado de google.com, bisqueda

“Aspergillus life cycle”).
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Los hongos se alimentan mediante la secrecion de enzimas extracelulares para digerir
materiales organicos complejos, tales como polisacaridos o proteinas, convirtiendolos
en azucares, péptidos, aminoacidos, y asi sucesivamente, asimilados como fuentes de

carbono y energia (Madigan et. al., 2012).

2.1.1 Aspergillus

El género Aspergillus fue descrito por primera vez por P. Micheli en 1729 (Amaike,
2011). Este grupo de sapréfitos ascomicetos estd compuesto por mas de 300 especies
que incluyen a las especies A. niger, A. flavus y A. fumigatus (Figura 2), por mencionar
tres de las mas importantes. Estos hongos crecen por medio de la extension de hifas
que se ramifican sub-apicalmente para formar el micelio, indispensable para cubrir
superficies y maximizar la eficiencia en la obtencidon de nutrimentos (Culleton et al.,
2013).

Aspergillus flavus Aspergillus furmigatus

(verde-amarillento) (verde botella)

“

Figura 2. Representacion esquematica comparativa de la morfologia entre dos géneros de Aspergillus

(flavus y fumigatus) (Adaptado de telmeds.org).

Una de las principales caracteristicas macroscopicas para la identificacion de los
grupos de Aspergillus es el color ya que poseen distintos tonos de verde, pardo,
amarillo, blanco, gris y negro (Carrillo, 2003). En agricultura, algunas especies de
Aspergillus son un serio problema debido a su participacion en el deterioro de cultivos y

granos de almacenamiento, actuando como patdégeno oportunista (Bennett, 2010).

2.1.1.1 Aspergillus flavus
Aspergillus flavus es una especie saprofita de colonias color verde oliva con
micelio blanco, de textura lanosa y aterciopelada (Figura 3). Esta especie es un

patogeno oportunista que infecta diferentes cultivos agricolas como maiz, algodon,



cacahuate, nuez y jitomate. Como contaminante de granos almacenados, A. flavus,
produce aflatoxinas que son compuestos naturales toxicos y hepatocarcinogénicos que
disminuyen el valor nutritivo de los cultivos (Figura 4) y representan un gran riesgo para

la salud humana y del ganado (Mellon y Cotty, 2004).

?\ WA

tem ?"Cﬂlha““
: bl Tl

,—-ﬂﬂep‘n.q

Figura 3. (A) Fotografia de una colonia de A. flavus en agar Sabouraud a 72 horas de incubacion. (B)

Crecimiento de A. flavus en maiz (Texas A&M University, 2016).

El descubrimiento de las aflatoxinas en la década de 1960 generd una conciencia sobre
la amenaza que este hongo representaba en la alimentacion. Las aflatoxinas son aun
reconocidas como las micotoxinas mas importantes, afortunadamente son de
distribucion quimiotaxondmica restringida, es decir que, sélo son sintetizadas por
algunas especies de Aspergillus, siendo A. flavus el principal productor (Rodriguez et
al., 2007; Bennett, 2010).

2.2 Componentes de la pared celular de plantas

Generalmente, la materia organica que sirve como sustrato para el crecimiento de
las cepas de A. flavus se compone de moléculas complejas. Estas moléculas son
degradadas por una mezcla enzimatica secretada, ademas de que la accion de este
complejo enzimatico también desempefia un papel muy importante en el proceso
fitopatogénico del hongo. Los principales polisacaridos estructurales de la pared celular

de vegetales son celulosa, hemicelulosa y pectina.
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2.2.1 Lignocelulosa

La lignocelulosa es el componente principal de las plantas y del material vegetal en
descomposicion, ademas de ser la fuente mas abundante de biomasa para la
produccion de biocombustibles como el etanol (Tuomela et al., 2000). Esta compuesta
por tres polimeros organicos diferentes: hemicelulosa, celulosa y lignina. Como se
observa en la Figura 4, la lignina protege las fibras de celulosa y hemicelulosa con un
arreglo irregular de polimeros de fenilpropano que resiste la degradacion quimica o
enzimatica. Asi, el uso de materiales lignoceluldsicos se ve obstaculizado por la lignina,
la cual limita la accesibilidad de las enzimas para la hidrélisis de la celulosa y la
hemicelulosa.

OH OH
o A
T N o e
’—*E ‘ﬁ"" hemicelulosa "

(xilano) OH

OH
M (o) gO \h\OM
(¢]

HO

oM
celulosa OH In

OMe

aserrin lignocelulosa

oH lignina

Figura 4. Composicioén de la lignocelulosa vegetal (Adaptado de Kobayashi y Fukuoka, 2013).

2.2.2 Celulosa

La celulosa es el polisacarido mas abundante y principal fuente de azucares
utilizables en la naturaleza. Esta constituida generalmente por 300-1700 unidades de
glucosa, pero puede llegar hasta las 10,000 en algunos tejidos vegetales. Estas
unidades estan unidas por enlaces glicosidicos 3-1,4 (Figura 5). La unién de cientos de
unidades de este polimero forma las cadenas llamadas microfibras, las cuales se
agrupan para formar las fibras elementales que forman la celulosa. Dependiendo del
arreglo de las mismas, las fibras de celulosa presentan regiones denominadas
cristalinas (arreglo ordenado de las fibras) y amorfas (arreglo desordenado de las
fibras); estas ultimas son las regiones mas susceptibles a la hidrolisis enzimatica
(Cullen y Kersten, 1992; Pérez, et al., 2002). La hidrélisis completa de la celulosa nativa
requiere la accion conjunta de mdultiples enzimas con distintas especificidades de

sustrato.
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2.2.3 Hemicelulosay xilano

La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza y
que estad asociado a las fibras de celulosa y de lignina (Collins et al., 2005). La
hemicelulosa puede llegar a representar hasta el 35% del peso seco de las plantas
superiores, y su funcion principal es aglutinar las fibras cristalinas de celulosa, dando
consistencia a la pared celular (Paz-Lago y Hernandez, 2000). Por lo general, la
hemicelulosa se clasifica de acuerdo al azucar residual mas abundante en el polimero,
siendo el xilano el principal (Figura 6). El xilano esta compuesto por unidades lineales
de B-xilanopiranosil unidos por enlaces B1-4 xilosidicos. Las unidades de xilosa (entre
150 y 200) que constituyen el polimero presentan ramificaciones que consisten de
unidades de otros azucares como la manosa, arabinosa, galactosa, glucosa y acidos
glucoronicos (Arce, 2012).
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Enlace B-1,4-D-xilopiranosa

H T H OH H H OH
0 0
H/m o— /on H\H H/m o— /on H\H
OH H H o—J\OH H H o
H H d H H d
H OH H H OH H

Anillo
D-xilopiranosa

Figura 6. Representacidn esquematica de xilanopiranosas unidas por enlaces $-1,4 para formar una

cadena de xilano (Robledo, et. al., 2009).

Aproximadamente una de cada diez moléculas de xilosa en la cadena tiene una
sustitucion en el carbono 2, en la que se une un residuo de acido 4-O-metil-a-D-
glucurénico por medio de un enlace a-1,2. Cerca del 70% de las xilosas estan
acetiladas en el C2, C3 o ambos. La presencia de los grupos acetilo favorece la
solubilidad parcial del xilano en agua. Ademas, una proporcién de las unidades de
arabinosa de las cadenas laterales de los xilanos esta esterificada con acidos p-
cumarico y ferulico, y le permite establecer enlaces con las cadenas de lignina
(Khandeparkar y Bhosle, 2006).

2.3 Enzimas degradadoras de pared celular (EDPC)

Las cepas de A. flavus producen grandes cantidades de enzimas como amilasas,
pectinasas, celulasas, proteasas y xilanasas (Figura 7), las cuales le permiten penetrar
e invadir facilmente los cultivos en los que crece. La habilidad para producir esta
variedad de enzimas Utiles para degradar compuestos organicos complejos, hace a la
especie A. flavus un organismo muy verséatil y de posible aplicacion biotecnoldgica en
diferentes procesos que involucren la transformacion de polimeros vegetales en

azucares fermentables o biocombustibles.

21



furanosid
Arabinofura asa ‘ i

o o
‘ ‘OOQ?O@ seee®
9 9
. 9

Galactosidasa
“Feruloyl Esterase”

R X KX O

Xilosa Arabinosa @& Galactosa Addo Accién enzimética
cido fertdlico
galacturonico

Figura 7. Accion del complejo enzimatico en la degradacion de una cadena de xilano (Avinews, 2014).

2.3.1 Xilanasas
La biodegradacion del esqueleto de xilano depende de diferentes enzimas llamadas
xilanasas. Se ha descrito que estas son producidas por hongos, bacterias, levaduras,
algas marinas, insectos, semillas, etc. y se pueden clasificar como:
* endo-B-D-xilanasa: hidroliza principalmente cadenas de xilano liberando
oligosacaridos mas pequefos.
* [-xilosidasas: degrada los fragmentos de xilano a xilosa.
* a-glucoronidasa: remueve cadenas laterales de acido b-glucurénico.
» Arabinofuranosidasa: remueve cadenas laterales de L-arabinosa.
La accion cooperativa de las endoxilanasas favorece la hidrolisis de los enlaces (-1,4
internos del xilano para generar oligomeros (dimeros y monomeros de xilosa). Cabe
destacar que las endoxilanasas no hidrolizan el xilano de forma aleatoria, como sucede
durante en la hidrdlisis de la celulosa por las endoglucanasas, sino en sitios especificos
donde existen ramificaciones 6 ciertos azucares. Los oligomeros ramificados y dimeros
generados por la accion de las endoxilanasas son rapidamente hidrolizados a su vez
por otras enzimas como las xilosidasas, acetil esterasas, glucoronidasas,
arabinofuranosidasas, galactosidasas, entre otras, para liberar aztcares como la xilosa,

acido glucoronico, arabinosa y galactosa, respectivamente (Arce, 2012).
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Las aplicaciones industriales de las enzimas xilanoliticas son variadas y de gran
importancia. Por ejemplo, y como se ilustra en la Figura 8, las xilanasas libres de
celulasa permiten el bioblanqueamiento del papel y la pulpa, reduciendo la cantidad de
guimicos blanqueadores como el cloro (Bennett, 2010). Otra importante aplicacion la
encontramos en la industria de la panificacion, ya que estas enzimas solubilizan la
fraccion de arabinoxilano en la masa, permitiendo el aumento de volumen del pan,

mejorando asi la calidad de la masa (Bhat, 2000; De Vries y Visser, 2001).

lignina tratan_uento Af—-
i con xilanasa ORNE S ——_
xilano - -

celulosa

R

pasta de papel oscura
(con lignina)

pasta de papel blanca
(sin lignina)

xilano degradado

Figura 8. Representacién esquematica del bio-blanqueamiento de “pasta’ de celulosa con xilanasas

en la fabricacion de papel. (Luengo y Bafares, 2010).

2.4  Sustratos complejos:

Los residuos organicos industriales que no han sufrido modificaciones o
alteraciones en su estructura se denominan sustratos complejos. Ejemplos de éstos
son la cascara de diferentes frutas, el salvado de granos como el trigo o el mijo y olote
de maiz, entre otros. Los hongos filamentosos, como A. flavus, pueden utilizar estos
sustratos como nutrientes por lo que la evaluacion detallada de la capacidad y el
potencial que tienen estos organismos para degradarlos, ademas conocer el tipo de
enzimas que producen, resulta un area de investigacion importante (Castafieda, 2013).
El salvado es uno de los principales subproductos que se obtiene a partir de la
molienda del grano de trigo (Triticum vulgare, Figura 9). Este subproducto proviene de
las cinco capas externas del grano: una primera capa exterior envuelta o cuticula, la
segunda o epicarpio, la tercera o endocarpio, la cuarta capa denominada testa y la

quinta, denominada aleurona.
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Figura 9. Estructura de un grano de trigo (Asociacién Espafiola de Fabricantes de Cereales, 2009,

adaptacién).

Los principales constituyentes del salvado de trigo son polisacaridos no amilaceos
(arabinoxilanos), almidén (10-20%), proteinas (15-22%) y lignina (4 a 8%) (Zhang,
2011). Su produccion llega a ser de hasta 11 millones de toneladas por afio en Estados
Unidos (Perlack, et al, 2005) y de 170 millones de toneladas a nivel mundial (Sanchez,
2009). En México la cantidad anual de esquilmos provenientes del trigo es de alrededor
de 4,500,000 toneladas (Mufioz, 2012). Por su alto contenido de nutrientes, asi como
su estructura fisica, el salvado de trigo representa un medio de cultivo ideal para el

crecimiento de A. flavus (Lépez et al, 2004).

2.5 Regulacién génica: represion e induccion

Algunas proteinas (enzimas) y moléculas de RNA se necesitan, en las células en
general, en concentraciones constantes. Estas moléculas son constitutivas y su
expresion es independiente de las condiciones de crecimiento. Por otra parte,
numerosas macromoléculas son sintetizadas hasta que las condiciones del medio lo
requieran (no constitutivas). Por ejemplo, en algunas bacterias, las enzimas
degradadoras de lactosa se sintetizan Unicamente si en el medio hay lactosa
disponible. Dado que en el genoma de los microorganismos se codifican genes para
ambos tipos de moléculas, el proceso de regulacion de la expresion de estos genes es
critico en términos de optimizacion de energia y recursos metabdlicos (Madigan et. al.,
2012).
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A menudo, las enzimas que catalizan la sintesis de un producto especifico no se
producen si el compuesto se encuentra presente en el medio en una concentracion
suficiente para la célula. Este proceso se denomina represion enzimatica y un ejemplo
de este fendbmeno es la represion por carbono en el género Aspergillus. Los hongos de
este género, como muchos otros microorganismos, ajustan su catabolismo del carbono
a las condiciones predominantes en que se encuentren; los carbohidratos facilmente
metabolizables reprimen la sintesis de enzimas relacionadas con el catabolismo de
fuentes alternativas de carbono (Ruijter y Visser, 1997). Asi, esta represion conlleva a
dos beneficios fisiologicos: el primero resulta en la utilizacion mas favorable de las
fuentes de carbono; el segundo, se limita la sintesis innecesaria de elementos para
metabolizar otras fuentes cuando no se requieren. A pesar de que la represion puede
ser producida por varias fuentes de carbono, la glucosa es probablemente la mas
represiva y aquella con la cual se han conducido la mayoria de los experimentos
acerca de la represion por carbono; se ha demostrado que en presencia de glucosa los
microorganismos suelen reprimir un gran numero de genes y por lo tanto la sintesis de

multiples enzimas (Pradal, 2012).

Los genes que pueden ser regulados por represion por carbono en Aspergillus se

dividen en tres grupos:

« El primer grupo son los genes que codifican para proteinas que metabolizan fuentes
de carbono de dificil asimilacion, es decir, dichas enzimas permiten la degradacion
de fuentes poliméricas de carbono para poder entrar a la via glucolitica, como
hexosas fosfato, y ser metabolizadas del mismo modo que la glucosa (la mayoria de
estos sistemas enzimaticos estan involucrados en la degradacion de polisacaridos
como la celulosa, la pectina, el xilano y el arabano) (Ruijter y Visser, 1997).

» El segundo grupo corresponde a los genes que codifican para enzimas de los ciclos
de la gluconeogénesis y del glioxalato. Los genes fbpl y pckl codifican para las dos
enzimas exclusivas de la gluconeogénesis: la fructosabisfosfatasa (FBP1) y la
PEPcarboxicinasa (PCK1). Estas enzimas no participan en la glucdlisis y por tanto

marcan pasos irreversibles de la gluconeogénesis; la represion de estos genes en
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presencia de glucosa evita que la gluconeogénesis y la glucdlisis ocurran de forma
simultanea.

» EIl tercer grupo de genes sujetos a represion por carbono se relaciona con el
metabolismo secundario. El sistema que mejor lo ejemplifica es la produccion de
penicilina por A. nidulans. A pesar de que la razon fisiologica por al cual la represion
por carbono es capaz de influir en la produccion del antibiético adn no es clara, se
ha comprobado que la regulacion sucede a nivel transcripcional (Ruijter y Visser,
1997).

Por otra parte, en la induccion enziméatica se favorece la sintesis de ciertas enzimas por
la presencia de un sustrato especifico en el medio. Mientras que la represion influye
directamente a nivel anabdlico, la induccion afecta la produccion de enzimas
degradativas, es decir, a nivel catabdlico. Una enzima inducible es aquella que
normalmente se encuentra ausente en la célula o presente sélo en niveles muy bajos,
pero es sintetizada en cantidades considerables en respuesta a un inductor, es decir,

una enzima no constitutiva (Madigan et. al., 2012).

El catabolismo de los distintos compuestos utilizados como fuente de energia en
Aspergillus, ademas de verse regulado por la represion por carbono, es controlado por
sistemas especificos de induccion (Dzikowska, et al., 2002). Este fendbmeno también
puede llevarse a cabo por la accion de proteinas reguladoras de los genes que
codifican para enzimas degradadoras, principalmente de la pared celular, o bien de
otras fuentes de carbono dificilmente asimilables. Los genes inducibles se encuentran
altamente regulados y son capaces de activarse de forma rapida y especifica en
respuesta a los estimulos y, ademas, una vez que el estimulo es removido o se agota,

regresan rapidamente a su estado basal (Weake y Workman, 2010).

Para el caso especifico de las enzimas degradadoras de xilano, se ha reportado que en
A. niger, el gen regulador del tipo dedos de zinc (zinc fingers) xInR se une al DNA y
actua como el activador de la transcripcion requerido para la induccién de genes que

codifican para enzimas de la via xilanolitica (Lockington, et al., 2002; De Vries, 2003).
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Trabajos previos sobre algunas especies del género Aspergillus (A. nidulans, A. nigery
A. tubigensis) han demostrado la presencia del gen implicado en la regulacion de la
expresion genética de xilanasas. Finalmente se ha establecido que la regulacion
genética de xilanasas esta conservada en las tres especies antes mencionadas y se
intuye que también debe estarlo en el resto de los hongos con funciones xilanoliticas,
por ejemplo A. flavus. Existe mucha informacion generada respecto a las fuentes de
carbono capaces de inducir estas enzimas. En muchas de las fuentes consultadas se
concluye que tanto el xilano como la D-xilosa, son fuertes inductores de la expresion de
xilanasas (Hrmova, 1991; Lockington, et al., 2002; De Vries, 2003). En cuanto a otros
carbohidratos, se han realizado experimentos para la expresion de xilanasas
empleando L-arabinosa y homodisacaridos de xilosa (xilobiosas), encontrando niveles
de actividad particularmente altos en aquéllos con uniones $-1,2; y, por supuesto, con
fuentes de carbono complejas, como partes de plantas y desechos agroindustriales que
en realidad generan diferentes familias de enzimas degradadoras de pared celular
(Pradal, 2012).
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3. Planteamiento del problema

Diversos estudios han demostrado la relacion entre la presencia y la variedad
enzimatica con el potencial degradativo de sustratos complejos y de virulencia de
cepas del género Aspergillus (Cleveland y Cotty, 1991). Sin embargo, la forma en que
estas enzimas participan en los procesos de colonizacion de plantas como el maiz,
trigo y algodon es todavia ambiguo (Woloshuk et al., 1997). Asi, el presente trabajo
pretende evaluar la produccion de enzimas xilanoliticas por A. flavus (cepa CECT-
2687) en un medio de fermentacion liquido enriquecido con salvado de trigo (sustrato
complejo) y la identificacion de los perfiles enzimaticos mediante analisis

electroforéticos y zimograficos.

4. Hipotesis
El hongo A. flavus es capaz de crecer en sustratos complejos y producir enzimas,

por ejemplo xilanasas, que degraden los componentes del medio como el xilano.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general
Identificar las enzimas xilanoliticas producidas por A. flavus cepa CECT-2687 bajo

diferentes condiciones de cultivo.

5.2 Objetivos particulares

* Evaluar el efecto del salvado de trigo sobre la produccion de xilanasas en A.
flavus cepa CECT-2687.

* Analizar el efecto de la adicion de azucares simples (glucosa y xilosa) sobre la
induccidn o represion catabdlica (enzimas xilanoliticas) a diferentes tiempos de

fermentacion.
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6. Estrategia experimental
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7. Metodologia

7.1 Microorganismos
7.1.1 Acondicionamiento de la cepa de A. flavus (CECT-2687),
cosechay conteo de esporas
El acondicionamiento del organismo fungico se realizé a partir perlas de silice
con esporas desecadas las cuales fueron depositadas sobre cajas de Petri con agar
Sabouraud, y se incubaron a 37 °C durante 72 horas. Una vez detectado crecimiento,
se resembraron por picadura cajas de Petri frescas con agar Sabouraud y se incubaron

bajo las mismas condiciones.

La cosecha de las esporas viables se realizo sobre solucion salina isoténica (0.9% m/v)
con Tween 80 (0.005% m/v). En primer lugar se vertieron 10 mL de la solucion salina
estéril en cada una de las cajas y se desprendieron las esporas con ayuda de un asa
Drigalsky. Posteriormente se transfirid la suspension en tubos para centrifuga de 15 mL
y se realizaron una serie de lavados (seis) en la centrifuga a 1500 rpm durante 6min
con solucion salina limpia. A continuacion se determind la concentracion de esporas en
la suspension final mediante el método de conteo directo en camara de Neubauer. Para
ello se realizé una dilucion 1:200 de la suspension previamente homogenizada y se
tomd una alicuota de 20 pL de la dilucidon la cual fue colocada en el centro de la
camara. Las esporas contenidas en los cuadrantes 1 y 3 de la camara fueron
cuantificadas en el microscopio con el objetivo de 40x. La concentracion final de
esporas (9.14x10% esporas/mL de suspensién) se determiné mediante la siguiente

ecuacion:

no. de esporas

mL suspension = (X esporas contadas)(4)(2500)

donde X es el promedio de esporas, 4 es el nimero de cuadrantes en la camara y 2500

es el factor de correcciéon estandarizado de la camara.
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7.2 Medios de cultivo: Condiciones de cultivo en medio liquido

Se prepararon 9 matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio minimo
(MM) (Tabla 1) y 1% m/v de la fuente de carbono seleccionada. Se inocularon con 110
uL de la suspension de esporas para tener concentracion final de 1x10° esporas/mL de
medio. Los matraces fueron incubados a 37 °C por 96 horas en un agitador orbital a
300 rpm para favorecer la aireacion y homogenizacion del cultivo. Posteriormente, y
como se indica en la Tabla 2 y en la fase 2 del esquema de la estrategia experimental,
se afadieron 5 mL del azucar de prueba a los matraces de adicion unica (t0 y t24) o 1
mL a los matraces de triple adicion (t24, t48, t72), a los diferentes tiempos de la

fermentacion.

Tabla 1. Composicién del medio minimo (Pontecorvo, 1953).

Concentracion
Sal

(9/L)
NaNO; 6.0
KH,PO, 1.5
KCI 0.5
MgSO,-7H,0 0.5
Fuente de carbono 10.0
Tabla 2. Composicién de los matraces.
Matraz Fuente de carbono (1% m/v) Carbohidrato T'e_”."?o de
adicion (h)
1 - -
2 0
3 glucosa 24
4 MM + salvado de trigo 24,48, 72
5 0
6 xilosa 24
7 24,48, 72
8 MM sacarosa y glucosa 0
9 MM sacarosa y xilosa 0

7.2.1 Muestreo
Para cada matraz, se tomaron alicuotas de 6 mL del medio de fermentacion

cada 24 horas bajo condiciones de esterilidad. Posteriormente, se determiné el pH de
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cada muestra, se filtraron en equipo Millipore con algodon y las soluciones resultantes
se almacenaron a 4 °C. En el caso de los matraces enriquecidos con los carbohidratos,
se tomaron muestras antes y después de la adicion. Al término de la fermentacion (96
horas) se almacenaron a 4 °C los 50 mL restantes de cada matraz, también filtrados en
equipo Millipore con algodon para utilizarlos en el analisis electroforético

posteriormente.

7.3 Determinacion de proteina: método de Bradford

Se preparo una solucion stock de albumina (0.1 mg/mL) para realizar la curva de
calibracion con un rango de concentracion de 0 a 0.7 mg de proteina/mL. Para
determinar la concentracion de proteina en las muestras problema, se afiadieron 0.1
mL de muestra en cada pozo y se adicionaron 0.2 mL de reactivo de Bradford en
microplacas de 96 pozos. Después de 5 min de reaccion, se midié absorbancia en un

lector de microplacas a 595 nm.

7.4 Determinacion de actividad enzimatica: actividad xilanolitica

La actividad xilanolitica de las enzimas producidas por A. flavus bajo las
diferentes condiciones de estudio, se determin0d a partir de las muestras colectadas en
el inciso 7.2.1. Para ello, en primer lugar se realiz6 la cuantificacion de grupos
reductores liberados por la accién de las enzimas en un sustrato complejo (xilano de
abedul) y empleando una curva de calibracion de xilosa. Para cada muestra problema
(100 pL), se afadieron en tubos de ensayo de 16x150 mm los reactivos indicados en la
Tabla 3. Una vez adicionado el filtrado al medio de reaccion, se incubaron
inmediatamente los tubos durante 20 min a 50 °C. La reaccion se detuvo al agregar 1.0
mL de acido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS). Posteriormente, los tubos de reaccién se
sometieron a ebullicion en bafio Maria durante 5min y se agregaron 5.0 mL de agua
destilada. El blanco de reaccion se trato bajo las mismas condiciones de andlisis con la
adicion del filtrado después de detener la reaccion con DNS. La absorbancia de las
reacciones se determin6 en un lector de microplacas a una longitud de onda de 575

nm.

32



Tabla 3. Reactivos empleados para medir actividad xilanolitica.

Reactivo Concentracion Cantidad
xilano de abedul 1% 0.5mL
buffer de acetatos (pH 5.0) 100mM 0.4mL
filtrado enzimatico variable 0.1mL

La actividad exoxilanolitica se expreso en unidades enzimaticas (U), definidas como la
cantidad de enzima (xilanasas) que produce un pmol de xilosa en las condiciones del

ensayo.

7.5 Liofilizacion de los filtrados libres de células

Los 50 mL restantes de filtrados libres de células se congelaron por 96 horas a
~10 °C y posteriormente se sometieron a un proceso de liofilizacién a 110x10> mbar y
-50 °C por 24 horas. Las muestras liofilizadas fueron resuspendidas en 1 mL de buffer
de corrida compuesto por 0.025 M de trizma base, 0.192 M glicina y 0.1% SDS,
ajustado a pH 8.3.

7.6 Andlisis electroforético

7.6.1 Electroforesis SDS-PAGE

Las pruebas electroforéticas se realizaron sobre geles de poliacrilamida de 8x8
cm con SDS, en condiciones desnaturalizantes con un marcador de peso molecular de
alto rango (6.5 — 200 kDa) en el primer carril. El volumen de las muestras analizadas
fue variable ya que dependio de la concentracion de proteina previamente cuantificada.
El buffer de tratamiento desnaturalizante (SDS 4%, glicerol 20%, 2-3-mercaptoetanol
10%, buffer Tris-HCI 125 mM ajustado a pH 6.8 y azul de bromofenol 0.005%) utilizado
fue equivalente a la tercera parte de muestra. El gel separador se preparo al 12% de
acrilamida y la electroforesis se realiz6 con un voltaje constante (30 voltios/gel), por 1
hora y a través de una unidad de geles verticales de 1.0 mm Mini-PROTEAN Tetra Cell.
Por cada gel para determinar proteina se corri6 un gel analogo para generar el

zimograma correspondiente.
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7.6.2 Determinacion de peso molecular aproximado de las proteinas

separadas por electroforesis
Los geles obtenidos fueron tefildos con una solucién de azul de Coomassie R-
250 (0.025%), metanol (40% v/v) y acido acetico (7% v/v), durante una hora con
agitacion suave (40 rpm). Posteriormente fueron lavados con una solucion de acido
acético (10% v/v) y se capturd la imagen con un sistema de documentacién de geles
Gel Doc XR. Una vez revelados los geles, tomando como referencia el marcador de
peso molecular, se determiné el peso de las proteinas separadas en la electroforesis

de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

7.6.3 Zimogramas

Para la elaboracion de los zimogramas, en primer lugar, se incubaron los geles
de poliacrilamida después de la electroforesis en buffer de renaturalizacion (Tris-HCI
10 mM ajustado a pH 7.5) a 37 °C durante una hora, y a continuacion se incubaron
en buffer de acetatos (100 mM ajustado a pH 5.0) a 37 °C durante 30 minutos. Bajo
las mismas condiciones de temperatura y pH, se realizdé el cambio de solucion a
buffer de acetatos con xilano de abedul al 1% durante 30 minutos. Posteriormente
los geles se lavaron con agua destilada para retirar residuos de sustrato y se
incubaron en 40 mL de etanol (96%) durante 15 minutos a temperatura ambiente y
con agitacion de 70 rpm. Para rehidratar los geles se retir0 el exceso de etanol y se
incubaron en las mismas condiciones de temperatura y agitacion pero en agua
destilada durante 15 minutos. Finalmente, para revelar la actividad xilanolitica, los
geles se tifieron con una solucién de rojo Congo al 0.1% durante 15 minutos en las
mismas condiciones de agitacion y temperatura. Para visualizar las bandas donde
se llevo a cabo la hidrolisis enzimatica, se realizaron lavados con NaCl (1 M) y se

capturaron las imagenes con un escaner de cama plana.
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8. Resultados y discusion

8.1 Efecto del pH inicial y tipo de sustrato sobre el crecimiento de A. flavus

y la produccién de xilanasas.

Las cepas de A. flavus CECT-2687 (toxigénica) y NRRL-6541 (no toxigénica)
fueron fermentadas bajo condiciones de pH inicial de 5 y 7.5. La eleccion de estos
valores se fundamento en el estudio realizado por Bhatt y colaboradores (2012) en
donde demostraron que a pH 5 se induce la produccién de enzimas, y a 7.5 se

favorece la colonizacion e infeccion de los cultivos de importancia econémica.

En todos los cultivos de ambas cepas y bajo todas las condiciones experimentales, se
observo una variacion en el valor de pH después de 96 h de fermentacion. Se ha
establecido que cuando el microorganismo metaboliza los diferentes sustratos, se
liberan compuestos como azucares reductores, acidos organicos y CO, al medio,
provocando un descenso del pH; por otra parte, cuando el valor del pH se incrementa,
se ha asociado al efecto de las proteasas excretadas por el hongo una vez que los
carbohidratos del medio han sido agotados, y a la lisis de las células en la que también

se liberan ese tipo de enzimas.

Para la cepa CECT-2687 fermentada a pH inicial de 5 y con sustratos solubles
(glucosa, xilosa y acido galacturénico), el agotamiento de los nutrientes, observado
como una disminucion en la concentracion de los azucares reductores, se debe a la
alta biodisponibilidad del azacar como fuente de carbono para ser metabolizada (Figura
10-A); por esta razén, en ninguno de los casos se registré actividad xilanolitica, ya que
la presencia de azUcares simples ejerce un efecto represor sobre la expresion de los

genes que codifican estas enzimas (Figura 10-B).
Los resultados obtenidos para las fermentaciones de la misma cepa pero en los medios

enrigquecidos con los sustratos complejos (xilano, salvado de trigo y olote de maiz) se

ilustran en las Figuras 10-C y 10-D. En todos los casos, la concentracion de azucares
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reductores en los cultivos cuya fuente de carbono fue xilano o salvado de trigo,
incrementd drasticamente en las primeras 24 h de la fermentacidn, y posteriormente
disminuy0; en el caso de los cultivos adicionados con olote de maiz, la concentracion
de estos azucares no presentd variaciones significativas. Por otra parte, la actividad
xilanolitica se mantuvo elevada durante practicamente todo el periodo de fermentacion
(Figura 10-D). Este conjunto de resultados coinciden con los reportados por
Gnanasoundari y colaboradores (2007), quienes determinaron el efecto sobre la
produccion de xilanasas por A. flavus a partir de diferentes desechos agroindustriales
como bagazo de cafa, fibra de pifia y salvado de trigo, siendo este ultimo sustrato el
adecuado para la produccién de enzimas xilanoliticas, ya que contiene una mayor
concentracion de xilano y celulosa en comparacion con los otros (Gnanasoundari et al.,
2007). Cabe mencionar que el incremento en la concentracion de los azlcares
reductores se debe principalmente a la accion de la endo-p-1,4-D-xilanasa y la -

xilosidasa, enzimas que degradan los sustratos a su unidad fundamental, xilosa.
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En el caso de los cultivos de la cepa 2687 fermentada bajo condiciones de pH inicial
7.5, y la cepa 6541 a pH incial de 5y 7.5, todos adicionados con sustratos solubles, se
observd el mismo comportamiento en la concentracion de los azucares reductores y
actividad xilanolitica (Figuras 11-A y B, 12-A 'y B y 13-A y B). Con base en estos
resultados preliminares, se concluye que en las condiciones probadas, las xilanasas no

son enzimas constitutivas de A. flavus CECT-2687.

Por otra parte, cuando la cepa 6541 fue fermentada bajo condiciones de pH inicial de 5,
y ambas cepas a pH inicial de 7.5, la concentracion de azucares reductores en los
medios adicionados con salvado de trigo y olote de maiz se mantuvo constante,
mientras que los adicionados con xilano disminuyé a pesar de que se registré un
aumento en la actividad enzimatica (Figura 11-C, 12-C y 13-C). Estos resultados estan
en armonia con el trabajo realizado por Pradal en 2012, en donde se evalud la
produccion exo-pectinasas y xilanasas usando como sustratos polimeros puros
(pectina citrica y xilano de abedul) y sustratos complejos (olote de maiz, salvado de
trigo y cascara de limon). En este trabajo se demostré que la actividad enzimatica, y
por tanto la expresion de los genes implicados en ello, es altamente dependiente del
valor de pH inicial de la fermentacion, y se encontré que a pH 8.0 se favorece dicha

expresion.
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Por otro lado, con la finalidad de establecer la diferencia entre los perfiles proteicos de
los cultivos anteriores, se realizaron los geles SDS-PAGE de cada uno medios
siguiendo la metodologia descrita en el inciso 7.6.1. Como se observa en la Figura 14,
la cepa 2687 produjo una mayor cantidad de proteinas bajo las condiciones de
fermentacion con el pH inicial de 5 (carriles 1 al 6) en comparacion con los fermentados
a pH inicial de 7.5 (carriles 7 al 12). De todas estas, las fermentaciones adicionadas
con salvado de trigo (carril 5) y xilano (carril 10) fueron las que presentaron en mayor

namero y concentracion de bandas proteicas.

El comportamiento general de las dos cepas [(toxigénica y no toxigénica (datos no
mostrados)] respecto al sustrato afladido fue similar: (1) el consumo de fuentes de
carbono solubles sin actividad xilanolitica y (2) la degradacién de fuentes complejas
con incremento de actividad xilanolitica durante el tiempo de fermentacion. Con base
en lo anterior, se decidio utilizar Unicamente a la cepa CECT-2687 para los siguientes
experimentos, ademas las condiciones de fermentacién de pH inicial de 5 y la adicion

de salvado de trigo como fuente de carbono.
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Figura 14. Gel SDS-PAGE, perfil proteico de los cultivos de la cepa 2687 en condiciones de pH inicial de

5 (carriles 1 al 6) y 7.5 (carriles 7 al 12), con fuentes de carbono simples [glucosa (carriles 1 y 7), xilosa
(carriles 2 y 8) y acido galacturénico (carriles 3 'y 9)] y complejas [xilano (carriles 4 y 10), salvado de trigo

(carriles 5y 11) y olote de maiz (carriles 6 y 12)].



Para determinar el efecto de los azucares simples sobre la represion o induccion
en la produccion de enzimas xilanoliticas en la cepa A. flavus (CECT-2687), se
disefiaron una serie de experimentos en donde se adiciond glucosa y/o xilosa a
diferentes tiempos durante la fermentacion del microorganismos en medio sumergido
con salvado de trigo. Como se puede observar en la Figura 15, el hongo fue capaz de
metabolizar eficientemente, independiente del tiempo de adicidn, a la glucosa (hexosa)
y la xilosa (pentosa), ademas de que el consumo de estos azucares es inmediato y no

interfiere con la utilizacion de la fuente de carbono presente en el medio.

En el caso de la fermentacion que contenia Unicamente salvado, la concentracion de
azucares reductores se mantuvo constante (alrededor de 1.0 mg/mL) durante las 96 h
de analisis. Por otra parte, la concentracion de estos azucares en los matraces con
adicion unica de glucosa al tiempo “t0”, aumento al momento de la adicion (Figura 15-
A, linea roja), luego se consumié la cantidad afadida en las primeras 24 h de
fermentacion, y finalmente se mantuvo constante (aproximadamente 1.0 mg/mL)
durante el resto de la fermentacion. En el caso de la adicion de xilosa (Figura 15-B,
linea roja), a t0 se consumio la cantidad afiadida en las primeras 48 horas y luego se

mantuvo constante por el resto de la fermentacion.

En los experimentos con adicion Unica al tiempo t24, se observé la activacion del
metabolismo del microorganismo mediante la produccién de azlcares reductores a
partir de la degradacion del salvado en las primeras 24 h de fermentacién, mismos que
son necesarios para el crecimiento del hongo (Figuras 15 A y B, linea verde). Cuando
se realiz6 la adicion, se consumié la cantidad afadida de los azucares (glucosa o
xilosa) entre las 24 y 48 h de fermentacion y posteriormente la concentracion se

mantuvo constante (aproximadamente 1.0 mg/mL) durante resto de la fermentacion.

En el dltimo experimento se realizaron tres adiciones del azucar (glucosa o xilosa)
durante la incubacion a los t24, 48 y 72 (Figuras 15 Ay B, linea morada). Las primeras
24 h de fermentacion fueron similares a las de la adicion unica al t24, en donde se

produjo una cantidad minima de azucares reductores. Después de la primera adicion al
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t24, el azucar afiadido se consumié durante las siguientes 24 h hasta llegar a la
concentracion de 1.0 mg/mL. De igual forma, tras realizar la segunda y tercera adicion
a los t48 y t72, respectivamente, se consumio la cantidad agregada de los azucares en
las siguientes 24 h hasta llegar a la concentracion de 1.0 mg/mL. La Unica diferencia
entre las adiciones de los azucares glucosa y xilosa se present6 entre las 24 y 48 h de
fermentacion, en donde en el caso de la glucosa, se observo una produccion continua
de azucares a partir del medio (salvado de trigo) en una proporcion parecida a la de las
primeras 24 h de fermentacion. Este comportamiento ha sido descrito también para las

pectinasas de Aspergillus flavipes (Aguilar y Huitrén, 1987).
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En el experimento de adicion de sacarosa, que tenia como objetivo evaluar la posible
produccion de una invertasa para sacarosa, Se observa que en las primeras 24 h de
fermentacion hay un incremento significativo en la concentracion de azucares
reductores (Figura 16), el cual se atribuye a que el microorganismos comienza a
degradar la sacarosa del medio por efecto de la produccion de la enzima invertasa de
hidrolisis extracelular de sacarosa (Guimaraes et al.,, 2009). Cuando se adiciona
sacarosa+glucosa (Figura 16, linea roja) y sacarosa+xilosa (Figura 16, linea verde), se
observa también un incremento de los azucares reductores en las primeras 24 h y
posteriormente disminuye la concentracion éstos hasta un nivel ligeramente mas bajo
qgue el inicial. Cabe mencionar que para esos analisis no re realizO una medicion
cuantitativa de la biomasa generada en cada uno de los matraces debido a la presencia
de salvado de trigo en los medios de fermentacién. Sin embargo, no se observo la

aparicion significativa de biomasa en los cultivos.
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Los resultados de la actividad xilanolitica de los distintos fermentados ensayados se
ilustran en la Figura 17. De manera general, se log6 cuantificar dicha actividad en 7 de
los 9 experimentos, siendo los matraces con sacarosa en combinacion con el azucar

simple (glucosa o xilosa), los Unicos que no mostraron actividad enzimatica.

En la Figura 17-A, se presentan los resultados de las fermentaciones con adiciones de
glucosa comparados contra la fermentacién que contenia Unicamente el medio minimo
con salvado de trigo.

Se observa que la fermentacion en el medio sin la adicion del azucar (Figura 17-A,
linea azul), el valor maximo de actividad, en el tiempo t24, tiene un valor aproximado de
1600 U/mg proteina; posteriormente, entre las 24 y 72 h, la actividad disminuye
ligeramente (200 unidades) y mantiene en un valor constante; finalmente, en las

altimas 24 h de incubacion, la actividad desciende hasta los 500 U/mg proteina.

En el caso de la fermentacion en el medio de salvado de trigo con la adicidon Unica de
glucosa al tO (Figura 17-A, linea roja), se observa que la actividad de xilanasas es
menor a 250 U/mg proteina durante las primeras 24 horas de la fermentacion. Cuando
comparamos este resultado con el obtenido en experimento de azucares reductores
(Figura 15-A, linea roja), podemos deducir que este valor tan bajo de actividad se debio
a la adicion de glucosa que, como se menciona en los antecedentes, funciona como
represor sobre la produccién de enzimas degradadoras de carbohidratos complejos.
Posteriormente, entre las 24 y 48 h de fermentacion, se observé un incremento en la
actividad hasta 1500 U/mg proteina. Luego, en las 48 h restantes de fermentacion, la
actividad enzimatica disminuye aproximadamente 500 unidades. Cabe destacar que
estos resultados estan en armonia con los observados en la Figura 15, en donde se
correlaciona la disminucién de actividad especifica con el valor constante en la

concentracion de azucares reductores de las 48 a las 96 h de fermentacion.
Para la fermentacion con adicion Unica al t24, Figura 17-A linea verde, se observa un

maximo en la actividad xilanolitica en las 24 horas, las restantes 72 horas de

fermentacion la actividad disminuye como en el caso de la fermentacion con adicion
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Unica de glucosa al t0. Este comportamiento se puede atribuir a dos fenbmenos: los
cambios en el pH influyen en la baja estabilidad de las enzimas y por lo tanto se
disminuye su actividad, o a la presencia de proteasas que hidrolizan las enzimas

xilanoliticas.

La fermentacion con adiciones sucesivas de glucosa (Figura 17-A, linea morada)
presenta un comportamiento similar al de la fermentacion sin adiciones, con valores de
actividad mas bajos de las 0 a las 72 horas, en donde se iguala la actividad enzimatica,

y disminuye las ultimas 24 horas a un valor cerca de 1000 U/mg proteina.

El efecto de represion e induccion se aprecia con mayor claridad en las fermentaciones
con adicion de xilosa donde, en comparacion con el caso de salvado sin adiciones, la
adicion dnica al t0 y las sucesivas en t24, 48 y 72 horas, reprimen la actividad

xilanolitica, mientras que la adicion al t24 la induce.
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glucosa (A) y xilosa (B) durante 96 h.
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En la Figura 18-A se ilustra mediante el gel SDS-PAGE presencia de las proteinas
contenidas en las muestras de filtrados enzimaticos. Exceptuando a los carriles 5y 9
que corresponden a las muestras con sacarosa, condicion en la que se produjo una
cantidad muy baja de proteina no detectable por los métodos empleados, los demas
carriles presentaron multiples bandas con diferentes pesos moleculares, ademas de
algunas bandas que estan presentes en todas las muestras, como la bandas con peso
molecular entre 20 y 24 kDa. Es importante mencionar que para la elaboracién de este
analisis electroforético, se midi0 la cantidad de proteina presente en los filtrados
enzimaticos para eliminar el efecto del crecimiento del microorganismo, e incubar la
misma cantidad de proteina en cada uno de los pozos y evaluar la produccion de

xilanasas.

De manera complementaria, en el zimograma de la Figura 18-B se observa la actividad
xilanolitica pero solo por algunas de las proteinas producidas en los fermentados. De
forma similar a lo observado en el gel SDS-PAGE, en todos los carriles excepto el 5y
el 9, se observo actividad xilanolitica, sobre todo en las bandas proteicas entre los 20 y
24 kDa (carriles 1-4 y 6-8), 200 kDa (carriles 1, 6 y 7) y 6.5 kDa (carriles 3 y 8). Por otra
parte, la actividad del carril 3 (salvado + glucosa t24), fue equivalente al de la
fermentacion control (carril 1), con la principal diferencia de que la enzima de
aproximadamente 6.5 kDa se produjo en mayor cantidad. En este sentido, podemos
deducir que la glucosa no tuvo efecto sobre la expresion enzimatica y esto pudo
deberse a que probablemente para el tiempo en el que se realizé la adicion del azucar,
el microorganismo ya habia producido el complejo enzimatico necesario para el
metabolismo del salvado de trigo. Por otra parte, los carriles 2 (salvado + glucosa t0) y
4 (salvado + glucosa t24,48,72) presentaron el mismo perfil de actividad enziméatica.
Este perfil también present6 similitudes con el carril 1 (salvado), en donde se observo la
represion de las enzimas de peso molecular mayor a 20 kDa. La produccion de enzima
con actividad xilanolitica con peso molecular de aproximadamente 6.5 kDa nos permite
deducir que la adicion inicial y las adiciones sucesivas de glucosa reprimen
parcialmente la expresion del sistema xilanolitico de A. flavus. En el caso de los carriles

6 y 7 (salvado + xilosa t0 y salvado + xilosa t24) también presentaron similitud con en
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carril 1 en cuanto a la produccién de enzimas entre 20 y 24 y 200 kDa. En el caso
especifico del carril 6, este fendmeno se puede atribuir a la adicién de xilosa al tiempo
inicial de fermentacion. Finalmente, el carril 8 (salvado + xilosa t24,48,72) mostro
actividad enzimatica en las bandas proteicas de entre 6.5, 20 y 24 kDa. Cabe
mencionar que las enzimas que fueron menos sensibles al efecto de represion por los
azucares simples fueron las que se encuentran entre los 20 y 24 kDa, mientras que las
enzimas que fueron mas susceptibles (inducibles) fueron las de un peso molecular de
aproximadamente 130 kDa. Es probable que estas enzimas sean las -xilosidadsa, ya

que se han reportado que tienen un peso molecular en el mismo rango.

Con la finalidad de poder hacer una comparacion mas ilustrativa del gel SDS-PAGE y

el zimograma, se realizo la superposicion de ambas figuras (Figura 19).
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Figura 18. (A) Gel SDS-PAGE al 12% de acrilamida para la determinacion del peso molecular de
proteinas. (B) Zimograma para la determinacion de la actividad xilanolitica en los filtrados enzimaticos:
carril 1, salvado; carril 2, salvado+glucosa t0; carril 3, salvado+glucosa t24; carril 4, salvado+glucosa t24,
48 y 72; carril 5, sacarosa+glucosa,; carril 6, salvado+xilosa t0; carril 7, salvado+xilosa t24; carril 8,

salvado+xilosa t24, 48 y 72; carril 9, sacarosa+xilosa t24,48,72, carril 9: Sacarosa+xilosa.ll
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9. Conclusiones

Se demostro que la cepa CECT-2687 de A. flavus tiene la capacidad de utilizar

todas las fuentes de carbono empleadas en este trabajo.

La produccion de los sistemas enzimaticos varia de acuerdo con las condiciones
iniciales de la fermentacion y esta estrechamente relacionada con el pH inicial y la

naturaleza y concentracion de la fuente de carbono.

Utilizando el método de fermentacion sumergida y bajo las condiciones de
temperatura, pH, agitacion y tiempo de fermentacion probadas, la cepa CECT-2687
de A. flavus fue capaz de producir enzimas xilanoliticas a partir de salvado de trigo,

olote de maiz y xilano de abedul.

Los resultados del SDS-PAGE y zimografia permitieron identificar tres grupos de
enzimas con actividad xilanolitica con pesos moleculares aproximados de 6.5, 20-24
y 130 kDa.

Bajo las condiciones experimentales de este trabajo no fue posible identificar
xilanasas constitutivas producidas por la cepa CECT-2687 de A. flavus, debido a
que en las fuentes de carbono como la sacarosa y otros azucares simples, el

microorganismo no produjo enzimas con actividad xilanolitica.
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10.Perspectivas

Realizar los mismos experimentos bajo la modalidad de fermentacion en estado
sélido, con la finalidad de determinar la eficiencia en la produccion de las enzimas
con actividad xilanolitica, ademas de evaluar el comportamiento del microorganismo

en condiciones mas cercanas a su habitat natural (limitada disponibilidad de agua).

Realizar los cultivos en bioreactores para evaluar factores como el efecto del flujo

de aire y agitacion con sustratos complejo.

Utilizar otros medio de cultivo complejos para las fermentaciones como los salvados

de mijo y avena.

Evaluar el efecto de la sacarosa o fructosa en combinacion con salvado de trigo,

sobre la induccion o represion de la actividad enziméatica.

Realizar los experimentos con la cepa no toxigénica, A. flavus NRRL-6541.
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