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RESUMEN
El maiz es un componente fundamental de la alimentacion en México y tiene su centro de
origen en nuestro pais. Aspergillus flavus es un hongo saprofito que tipicamente amenaza
cultivos como algodon, cacahuate y maiz. Consume fuentes de carbono complejas via
degradacion enzimaética, gracias al amplio arsenal de hidrolasas contenidas en su genoma.
Las enzimas amiloliticas son de particular importancia dado que su sustrato, el almidon, es
un componente principal del grano de maiz. La regulacién de estas enzimas se rige por
represion catabdlica, que depende de la disponibilidad de fuente de carbono. Para simular
un ambiente de baja disponibilidad de carbono como el encontrado en la naturaleza, se
implement6 un cultivo alimentado. Dos cepas, A. flavus NRRL 6541 y A. flavus CECT
2687, se crecieron en un reactor con alta (1%) o baja (0.2%) concentracién de glucosa o
xilosa. La concentracion de sustrato y proteina extracelular, asi como la actividad
amilolitica, se monitorearon a lo largo de la fermentacion. Para ambas cepas, se encontro
que una limitacion de la disponibilidad de glucosa aumenta la produccion y actividad de las
amilasas comparado con un cultivo en lote con alta concentracion de glucosa. En contraste,
la xilosa no tuvo un efecto sobre la actividad amilolitica. Estos resultados concurren con la
hipotesis de que una baja concentracion de glucosa libera de la represion catabolica a genes
que estan involucrados en la utilizacion de fuentes de carbono menos comunes, como los
carbohidratos complejos. Ademas, debido a que con xilosa no se observé actividad
amilolitica en ninguna condicion, se propone que la glucosa o alguno de sus productos
ejercen un efecto inductor sobre las enzimas amiloliticas, como se ha encontrado para otras

especies de Aspergillus.



ABSTRACT
Maize is a staple food in Mexico’s diet and has its center of origin in our country.
Aspergillus flavus is a saprophytic fungus that typically threatens crops such as cotton,
peanut and maize. It consumes complex carbon sources via enzymatic degradation, due to
the wide arsenal of hydrolases encoded in its genome. Amylolytic enzymes are of particular
importance since their substrate, starch, is a major constituent of the maize kernel.
Regulation of these enzymes is controlled by catabolic repression that responds to carbon
availability. In order to simulate a low carbon source environment such as the one found in
nature, a fed-batch culture was implemented. Two strains, A. flavus NRRL 6541 and A.
flavus CECT 2687 were grown in a reactor with high (1%) or low (0.2%) concentration of
glucose or xylose. The substrate and extracellular protein concentration, as well as the
amylolytic activity, were monitored over the course of the fermentation. For both strains, a
limitation in the availability of nutrients was found to increase the activity of amylases
compared to a batch culture with high carbon concentration. On the other hand, xylose did
not have an effect on amylolytic activity. These results are in agreement with the
hypothesis that a low glucose concentration releases from repression genes that are
involved in the utilization of less common carbon sources, such as complex carbohydrates.
Furthermore, due to the lack of amylolytic activity with xylose as the sole carbon source, it
is proposed that glucose or a product thereof exerts an inducing effect on amylolytic

enzymes, as it has been found for other Aspergillus species.



1. ANTECEDENTES

1.1 Maiz (Zea mays)

El maiz es uno de los granos alimenticios mas importantes a nivel mundial, ademas de uno
de los més antiguos. Pertenece a la familia de las gramineas y se clasifica como del Nuevo
Mundo debido a que su centro de origen se encuentra en el continente Americano (Centro
de México); (FAO, 2001). El maiz y el hombre han co-evolucionado desde la antigliedad,
convirtiendo a este cultivo en una planta doméstica que depende de los cuidados del
hombre. Su produccion mundial ocupa uno de los primeros lugares en cantidad e
importancia (FAO, 2018). EI maiz es el nico cereal que se utiliza en diferentes etapas de
crecimiento. Las espigas antes de la floracion son utilizadas como forraje; las mazorcas
tiernas se cocinan de diferentes maneras (asadas, hervidas, entre otras); la mazorca madura
es utilizada para la produccién de harina. El fruto del maiz es un cariopse y la pared de la
semilla esta formada por la cubierta de la semilla y el pericarpio. En el interior se encuentra
el embrion diploide y el endospermo triploide (FAO, 2001). EI maiz es una fuente
importante de energia, debido a su alto porcentaje de carbohidratos, siendo el almidon el

mas abundante (Tabla 1).

1.2 Almiddn

El almidon es la molécula de reserva energética de las células vegetales. Es un carbohidrato
complejo granular compuesto de a-glucanos helicoidales, la amilosa y la amilopectina
(Tester, Karkalas & Qi, 2003). La amilopectina es la mas abundante, aunque la proporcion
de cada una depende del origen botanico. EI maiz contiene aproximadamente 28% de

amilosa (Jenkins & Donald, 1995).



Tabla 1 Composicion quimica del grano de Maiz.

Nutriente Porcentaje (%)
Proteinas 8-11
Carbohidratos 73-76
Grasas 3-18
Fibra Total 10.3-22.5
Cenizas 0.86-1.65
Humedad 10.7-16.2

Fuente: (Benitez C, 2006); (Pita M, 2006).

La amilosa es un glucano lineal relativamente largo con 99% de enlaces glucosidicos a-(1-
4). Tiene una masa molar aproximada de 1x10°-1x10° g/mol. Cada molécula esta
compuesta de entre 3-11 cadenas, con 200-700 residuos de glucosa por cadena (Tester et

al., 2003). La estructura de la amilosa se muestra en la Figura 1.

La amilopectina (Figura 2) es un glucano muy ramificado con 95% de enlaces a-(1—4) y
5% de enlaces a-(1—6). Es una molécula de masa molar aproximada de 1x10-1x10° g/mol

en la que los enlaces a-(1—6) permiten la ramificacion.

CH,OH

s CH20H 6 CH;OH

Figura 1. Amilosa: a-(1—4)-glucano (Tester et al., 2003).



Figura 2 Amilopectina. Los enlaces a-(1—6) son los puntos de ramificacion (Tester et al., 2003).

El almidon sintetizado en los amiloplastos de tejidos vegetales toma una forma de granulos
esféricos (con el tamafio variando de acuerdo al origen botanico). En los granulos, hélices
dobles se asocian para formar regiones cristalinas que son resistentes a la hidrélisis por
amilasas, por lo que es necesaria la gelatinizacion para una eficiente hidrolisis in vitro
(Tester, Qi & Karkalas, 2006). El almidon puede tener dos formas cristalinas, tipo A

(cereales) y tipo B (tubérculos).

En el proceso de gelatinizacion del almiddn, los cristales se hidratan progresivamente a la
vez que se rompen puentes de hidrégeno. Las regiones cristalinas se convierten en regiones
amorfas que aumentan su tamafio hasta perder su forma granular y tender a la formacién de

geles hidratados (>4% de solidos) o a la solubilizacion (<4% solidos); (Tester et al., 2006).

1.3 Amilasas

Existen esencialmente cuatro grupos de enzimas involucradas en la degradacion del
almidén (Guzman-Maldonado, Paredes-Lopez & Biliaderis, 1995). El primer grupo
corresponde a las endo-amilasas. Estas enzimas cortan el enlace glicosidico a-(1-4) en la
amilosa y la amilopectina. Actlan en las regiones internas dando como producto

oligosacéridos de diferentes tamafios y disminuyendo drasticamente la viscosidad del



almidon gelatinizado. Existen dos variedades de endo-amilasas, las termoestables (de

origen bacteriano) y las termolébiles (de origen bacteriano y fungico).

El segundo grupo, las exo-amilasas, actian sobre los mismos sustratos hidrolizando enlaces
a-(1-4) en extremos no reductores, dando como resultado productos de bajo peso
molecular. Las exo-amilasas principales son las glucogénicas y las maltogénicas. La
glucoamilasa glucogénica produce glucosa, mientras que las p-amilasas maltogénicas de

producen maltosa (Guzman-Maldonado et al., 1995).

Otro grupo de enzimas son las amilasas o-(1-6) 0 amilasas desramificantes. Estas hidrolizan
los enlaces de ramificacion en la amilopectina. La pululanasa y la isoamilasa son ejemplos

de este tipo de amilasas (Guzman-Maldonado et al., 1995).

QO

QO

Amilasa | Endo-amilasa
desramificante O

— > &
0-0-0-0-0-0-0Y0-0-0-0-0-0

Beta-amilasa O Glucoamilasa

Figura 3. Accion de las principales enzimas amiloliticas.

El cuarto tipo de amilasas son las ciclodextrin glicosiltransferasas, enzimas capaces de
hidrolizar el almidén a una serie de maltooligosacaridos no reductores, las ciclodextrinas
(Guzman-Maldonado et al., 1995). La Figura 3 muestra un resumen del modo de accién de

las principales enzimas amiloliticas sobre el almidon.



1.4 El Género Aspergillus

El género Aspergillus recibié su nombre en 1729 por
Micheli debido a que la visualizacion al microscopio del
conidiéforo le recordd al instrumento utilizado para
esparcir agua bendita (Figura 3). Los hongos del género
Aspergillus son saprofitos del suelo de distribucion
global, cuyas especies estan, en su mayoria, adaptadas

para la degradacion de polimeros vegetales complejos

(Bennett, 2010); (Amaike & Keller, 2011). Se utilizan " — :
Figura 4. Conidioforo de Aspergillus

. . . ., flavus (The University of Adelaide,
ampliamente en la industria para la produccion de ,q;6)

enzimas (ej. amilasas), metabolitos (ej. acido citrico) y alimentos (ej. salsa de soya).
Algunas especies contaminan granos y secretan toxinas que pueden afectar a individuos

inmunocomprometidos.

1.4.1 Crecimiento y Alimentacion

Las esporas de Aspergillus son facilmente transportadas por corrientes de aire, hasta que
encuentran superficies solidas o liquidas con las condiciones necesarias para Su
germinacion. Su estrategia nutricional es muy distintiva, siendo capaces de secretar acidos
y enzimas que les permiten digerir las moléculas poliméricas complejas hasta monomeros
que pueden ser aprovechados por la célula heterotréfica (Bennett, 2010). A diferencia de

los animales pluricelulares, primero digieren los alimentos para después consumirlos.
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Tabla 2. Taxonomia del género Aspergillus, a la par de otros microorganismos,
Aspergillus.
reciclan  polimeros  complejos que  otros

Eeino Fungi

microorganismos no son capaces de aprovechar
Phvlum Ascomycota

(Bennett, 2010), como la celulosa, hemicelulosa,
Clase Eurotiomycetes

almidon, pectina y grasas, entre otros. Estos
Orden Eurotiales ) ) _ _

organismos también colonizan alimentos que son
Familia Trichocomaceae ) )

destinados al consumo humano o de animales
Género Aspergillus o )

domésticos y puede ocurrir antes de la cosecha,

Fuente: (Sistema de Informacion de  durante el almacenamiento o despues del procesamiento
Biodiversidad, 2016; de Vries et al.,

2017). industrial. Existe evidencia de que pueden proliferar en
alimentos con actividad de agua muy baja (A. glaucus) como alimentos deshidratados,

mermeladas y nueces, entre otros (Bennett, 2010).

1.4.2 Taxonomia

La principal caracteristica del género Aspergillus es su conidiéforo. Aquellos hongos que lo
presentan son colocadas en este género (Tabla 2). Esta estructura de forma redonda o
eliptica contiene en su extremo una capa de células llamadas fialides que producen
conidiosporas, las esporas asexuales (Bennett, 2010). EI color de las esporas es importante

para la identificacion de especies.

Otra estructura morfoldgica util en la identificacion son los cleistotecios. Son estructuras
redondas que pueden ser muy abundantes en los cultivos (Bennett, 2010). Los cleistotecios

son el estado de reproduccion sexual del hongo que contienen las ascosporas meidticas.

En 1854, deBary descubrio que el micelio de Aspergillus podia producir conidiosporas al

igual que ascosporas. A partir de entonces los hongos han sido nombrados de diferentes
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maneras, dependiendo si se encuentran en su forma sexual o asexual (Bennett, 2010). De

este modo, Aspergillus nidulans también es llamado Emericella nidulans.

1.5 Aspergillus flavus

Aspergillus flavus (seccion Flavi) fue descrito como un
hongo imperfecto con reproduccion asexual y formacion
de sclerotia (Link, 1809). Recientemente, se ha reportado
su forma sexual (ascosporas), por lo que se ha clasificado

como Petromyces flavus (Amaike & Keller, 2011). Este

organismo se caracteriza por colonias amarillo-verdosas
Figura 5. Colonia de Aspergillus
flavus creciendo en maiz blanco

de répido crecimiento a 25 °C en agar Czapek Dox (Klich, triturado.

2007). La Figura 4 muestra una colonia de Aspergillus

flavus creciendo en maiz blanco triturado.

Aspergillus flavus se encuentra en regiones templadas del mundo asi como en regiones
subtropicales. Es un saprofito del suelo que puede crecer en una gran variedad de sustratos
(Bhatnagar, Ehrlich & Moore, 2014). Desde el punto de vista agronémico, es un patdégeno
de plantas que afecta varios cultivos de importancia agricola (como el maiz, el cacahuate y
el algodon) pre- y post-cosecha. También, causa enfermedades en humanos y animales, ya
sea por consumo de alimentos contaminados (causando aflatoxicosis) o por crecimiento
invasivo (aspergillosis); (Amaike & Keller, 2011). Estos padecimientos pueden ser
mortales para individuos inmunocomprometidos. Ademas, este microorganismo puede
producir aflatoxinas, metabolitos secundarios altamente mutagénicos y carcinogénicos. La
Tabla 3 muestra las caracteristicas del crecimiento de A. flavus de acuerdo a la temperatura,

el pH y actividad de agua.
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Por su naturaleza saprofitica, tiene la capacidad de producir un amplio conjunto de enzimas
que actuan en la degradacion de sustratos complejos, como proteasas, poligalacturonasas y
amilasas, entre otras (Mellon, Cotty & Dowd, 2007). Comparando la utilizacién de sustrato
de A. flavus contra patdgenos obligados, se ha encontrado que tiene una mayor capacidad
de crecimiento en sustratos complejos de proteinas (elastina y mucina) y carbohidratos

(celulasa, pectina, xilano).

Recientemente, se ha secuenciado el genoma de A. flavus (de tamafio similar al de A.
oryzae, con 26.8 Mb) encontrando evidencia de proteasas, poligalacturonasas, cutinasas,
lipasas, amilasas, entre otras. De Vries y colaboradores (2017) reportan hasta 25 genes

relacionados a la degradacion del almidén.

Debido a la potencia de las aflatoxinas como carcindgenos, se han buscado estrategias para
evitar la contaminacion de cultivos por A. flavus. La estrategia actual para combatir la
contaminacion por aflatoxinas en cultivos de algodon es la introduccion de un aislado no-
aflatoxigénico en el suelo para desplazar los organismos aflatoxigénicos (Bhatnagar et al.,
2014). El uso de cepas de A. flavus no toxigénicas ha logrado disminuir hasta en un 90% la
contaminacion, ya que no se ha encontrado una correlacién entre la habilidad de producir

toxinas con la habilidad de colonizar e infectar algodon.

Tabla 3. Caracteristicas de crecimiento de Aspergillus flavus

Condicion Rango
Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) 10-12 33 43-48
pH 2.1 7.5 11.2
aw 0.78-0.84 0.95-0.99 /

Fuente: (ANSES, 2012).
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1.6 Regulacidn de las Enzimas Hidroliticas en Aspergillus

Asi como muchos otros microorganismos, Aspergillus ajusta su metabolismo segun las
condiciones del medio (Ruitjer & Visser, 1997). Se considera una adaptacion a su estilo de
vida saprofito (Scazzocchio et al., 1995). Aunque el mecanismo entre microorganismos
puede ser diferente, el fendmeno general es el mismo: la utilizacion de fuentes de carbono
alternativas esta disminuida cuando existe en el medio una fuente de carbono

energéticamente mas favorable, como la glucosa.

Los sistemas enzimaticos que se encuentran regulados se pueden clasificar en tres grandes
grupos: enzimas encargadas del catabolismo de fuentes de carbono alternativas
(principalmente las encargadas de la degradacion de polisacéridos), enzimas del ciclo del
glioxilato y de la gluconeogénesis y los relacionados con el metabolismo secundario (como

el de la penicilina); (Ruitjer & Visser, 1997).

A nivel transcripcional, se reconoce a la proteina CreA como una proteina represora
genuina (Dowzer & Kelly, 1991). Esta proteina de 416 aminoacidos contiene dos dominios
de unién a ADN tipo dedos de Zinc. Las mutaciones que alteran los dominios de union a
ADN provocan la disminucion de la represién; sin embargo, las mutantes nulas son letales
(Ruitjer & Visser, 1997; Scazzocchio et al., 1995). La proteina CreA tiene como
mecanismo de accién la union al promotor de los sistemas que regula, evitando asi la
transcripcion de los genes diana. En condiciones de represiéon (alta concentracion de
glucosa), CreA se encuentra unido fuertemente al promotor. A medida que la glucosa es
consumida, CreA pierde especificidad por la secuencia del promotor y da cabida a la

entrada de proteinas activadoras (Ruitjer & Visser, 1997).
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Creciendo en alta concentracion de azucares represores incrementa la transcripcion de creA,
hasta llegar a una concentracion de CreA tal que se autoregula (Strauss et al., 1999). Se ha
reportado que la concentracién de CreA en el ndcleo no es clave en la represion (Roy,
Lockington & Kelly, 2008; Chulkin, Vavilova & Benevolenskij, 2010) y es independiente
de la concentracion de glucosa. Esto sugiere que CreA existe en una forma activa y una

inactiva, aunque no se conoce con certeza qué tipo de modificacion sufre.

El mecanismo general explica que en altas concentraciones de fuente de carbono, la
proteina represora CreA se encuentra activa permitiendo la utilizacion de la fuente de
carbono energéticamente méas favorable. A medida que la fuente de carbono es consumida,
se alcanza un estado de transicién en el que la funcion de CreA se ve disminuida. Al liberar
los promotores de la represion, la expresion aumenta. La presencia de inductores de las

enzimas hidroliticas tiene un efecto marcado en la sintesis de las hidrolasas.

Existe evidencia de que una cepa de Aspergillus nidulans con el gen crea deletado es capaz
de consumir glucosa y xilosa al mismo tiempo, mientras que la cepa silvestre consume
xilosa solamente después de depletar la glucosa (Prathumpa et al., 2004). Ademas, en A.
flavus, un medio con almidén y alta concentracién de glucosa, sacarosa o maltosa
reprimieron la sintesis de enzimas amiloliticas (a diferencia de una cepa con crea deletado,

que si expres6 amilasas); (Fasoyin et al., 2018).

1.6.1 Regulacién de las Amilasas en Aspergillus

El activador transcripcional encargado de la regulacion de genes amiloliticos fue descrito
por primera vez en 1999 por Petersen, Lehmbeck y Christensen en estudios realizados con
Aspergillus oryzae. Esta proteina de 604 aminoacidos, AmyR, contiene dominios de union

a ADN tipo Zinc (I); Cyse (Petersen et al., 1999; Nakamura et al., 2006). La secuencia
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reconocida por este activador se encuentra en el promotor de los genes relacionados al
catabolismo del almidon, con una secuencia consenso CGG-Ng-CGG (Petersen et al.,
1999). Se ha reportado que el regulador global VeA, a la par del regulador LaeA, son
importantes en la produccion de una glucoamilasa en Aspergillus flavus (Duran et al.,
2014), aunque su principal funcion es la regulacion del desarrollo (produccion de
esclerocios y cleistotecios) y la sintesis de metabolitos secundarios, como las aflatoxinas
(Amaike & Keller, 2009). Sin embargo, estos reguladores no responden a la concentracion

de fuente de carbono o a la presencia de inductores.

En condiciones de represion, una pequefia cantidad de AmyR se acumula en el nucleo y
solo es capaz de activar sus genes diana cuando la concentracion de glucosa decae y CreA
se disocia del ADN (Murakoshi, Makita, Kato & Kobayashi, 2012). Makita et al. (2009)
proponen que los inductores provocan ya sea un cambio conformacional o una liberacion
del dominio de unién a ADN que permite la activacion. A través de experimentos con
proteinas de fusiébn GFP:AmyR, se encontr6 que la isomaltosa, maltosa y analogos no
metabolizables de glucosa (desoxyglucosas) provocaban la localizacién nuclear de AmyR
(Murakoshi et al., 2012). Ademas, en los Aspergillus nidulans (Murakoshi et al., 2012),
oryzae (Carlsen & Nielsen, 2001) y niger (vanKuyk, Benen, Wasten, Visser & de Vries,
2012), se ha reportado que la glucosa parece tener un efecto inductor sobre las enzimas

amiloliticas.

1.7 Cultivo Microbiano

Una célula microbiana, vegetal o animal, es en esencia un reactor bioquimico con un gran
namero de reacciones enzimaticas ocurriendo. Los cultivos pueden ser operados, como en

el caso de las reacciones quimicas, en tres modos operacionales clasicos: cultivo por lotes,

16



cultivo continuo y cultivo de lote alimentado (Fed-Batch); (Lim & Shin, 2013). En los
ultimos 30 afios, ha aumentado el uso del cultivo alimentado en las industrias de la
fermentacion, biotecnologicas, quimicas y de tratamiento de desechos, gracias a la alta
demanda de los productos de fermentaciones y a las ventajas que confiere este tipo de

operacion.

1.7.1 Cultivo en lote

El cultivo en lote o “batch” es un modo de operacion en el que no existe adicion ni retiro de
biomasa, medio nutritivo fresco o cualquier otro componente (con la excepcion de la fase
gaseosa); (Cinar, Parulekar & Undey, 2003). Todos los componentes necesarios del medio
son adicionados al principio de la fermentacion (Lim & Shin, 2013). La operacion por lote
se inicia con la adicion de una pequefia cantidad del cultivo celular, es decir, el inéculo.
Tipicamente, ciertas condiciones no son controladas, como el pH o el oxigeno disuelto

(Cinar et al., 2003).

Este cultivo se caracteriza por tener una fase lag o de retardo, en la cual las células se
ajustan a las condiciones del medio y aceleran la produccién de enzimas necesarias para
utilizar los nutrientes del medio de cultivo. La composicion quimica del medio, asi como la
edad, concentracion, viabilidad y morfologia del cultivo, determinan el tiempo que durara
la fase lag (Cinar et al., 2003). Una vez que las células se han adaptado al medio de cultivo
se entra en la fase de aceleracién o exponencial. La division celular ocurre hasta que se

alcanza la tasa maxima de crecimiento (Waites, Morgan, Rockey & Highton, 2001).

Es en la fase de crecimiento donde comienza la sintesis de metabolitos de interés (como

acidos organicos o enzimas de interés industrial), siendo maxima en la fase de estacionaria
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caracterizada por la completa ausencia de alguno de los nutrientes necesarios para el

crecimiento (Cinar et al., 2003).

1.7.2 Cultivo Continuo

En la operacion continua, una 0 ma&s corrientes son alimentadas con los nutrientes
necesarios de manera continua, a la vez que los productos, biomasa y agentes residuales son
removidos hasta alcanzar el estado estacionario (Lim & Shin, 2013). Este tipo de operacion
permite mantener a las células en fase exponencial durante un periodo mas prolongado

(Waites et al., 2001).

Si el medio de cultivo fresco entra a velocidad constante, las células del medio se adaptaran
a esa tasa y se duplicaran de tal manera que la concentracion celular se mantenga constante
(Waites et al., 2001). Con la excepcion de cierto tipo de produccién de cerveza y
tratamiento de desechos, los reactores continuos no han sido tan utilizados en la industria,
en parte debido a la dificultad en mantener estéril el medio y porque en general se han
obtenido rendimientos pobres en comparacién con las otras dos operaciones (Lim & Shin,

2013).

1.7.3 Cultivo Alimentado

El alimentado es una modificacion del cultivo en lote en el que los nutrientes son
adicionados intermitentemente al cultivo en lote. Fue desarrollado cultivando levadura en
malta, donde se notd que una concentracion alta de malta favorecia el crecimiento excesivo
de la levadura y, por tanto, propiciaba la conversion anaerobia de malta a etanol (Okafor,

2007; Lim & Shin, 2013).
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El cultivo es cosechado al final del proceso, ya sea total o parcialmente (en caso de que se
utilice como indculo para operaciones posteriores). Las fuentes de carbono, nitrogeno,
fosfatos, precursores o inductores son alimentadas al cultivo, lo que implica un aumento
progresivo del volumen hasta el maximo. Una vez llegado al volumen méximo la operacion
continia como un cultivo en lote convencional (Lim & Shin, 2013). Al poder manipular la
alimentacion de nutrientes limitantes, se puede mantener constante la concentracion o
dejarla seguir un perfil 6ptimo conocido para obtener los rendimientos maximizados (lo

que confiere una ventaja importante sobre los otros procesos).
El balance de materia tipico para un reactor alimentado es el siguiente (Lim & Shin, 2013):
Entrada + Generacion — Consumo = Acumulacién

El balance general de un sistema acuoso se simplifica a que el cambio de volumen V es

igual a la velocidad de alimentacion F:

Fo dv
T odt
El balance para un componente limitante j (sustrato) es:

d(GV)
dt

FC}'F_Tsv=

Donde F es el flujo volumetrico, Cjr la concentracion de j, rs la tasa de consumo de jy V el

volumen (Lim & Shin, 2013).

Algunos de los metabolitos mas importantes que fueron producidos por lote alimentado fue

la penicilina. La fuente de carbono (glucosa) y el precursor (&cido fenil acético) eran
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adicionados en concentraciones cada vez mayores para mejorar la produccion de penicilina

(Lim & Shin, 2013).

Una de las aplicaciones importantes del cultivo alimentado es la produccion de enzimas
hidroliticas. Una gran cantidad de hidrolasas de hongos estan reguladas por represion
catabdlica, por lo que los cultivos en lote convencionales no permiten obtener buenos
rendimientos. EIl uso del cultivo alimentado puede ser utilizado para mantener una baja
concentracion de fuente de carbono en el medio, evitando asi la represion. La célula adecua
su metabolismo para aprovechar al maximo los nutrientes, obteniendo mejores rendimiento

de enzima contra la fuente de carbono consumida.

Se ha reportado que el cultivo alimentado permite controlar la represion catabdlica de
hongos filamentosos. Con el hongo Phanerochaete chrysosporium se logrd optimizar la
produccién de celulasas (Szabd, Johansson & Goran, 1996). En un cultivo alimentado por
pulsos (Bhargava, Wenger & Marten, 2003) se logré aumentar en un 75% la productividad
de una glucoamilasa de Aspergillus oryzae. En una cepa de A. niger con una sola copia del
gen de la glucoamilasa se obtuvieron hasta 6.5 g/L de la enzima (Pedersen, Beyer &
Nielsen, 2000). También, en Aspergillus sp la actividad pectinolitica se incrementa con el
uso de cultivos alimentados (Aguilar & Huitron, 1986). Otros productos que se han

producido por fed-batch se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Productos obtenidos por técnicas de cultivo alimentado.

Producto
Lisina a-amilasa
Triptofano B-amilasa
Cefalosporina C Acetona
Estreptomicina Glicerol
Tetraciclina Riboflavina
Celulasa Acido acético
Proteasa Acido citrico

Fuente: Tabla modificada (Lim & Shin, 2013).
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2. JUSTIFICACION
En la naturaleza, los microorganismos estan en su mayoria expuestos a condiciones de
limitacion de nutrientes donde la fuente de carbono es el principal sustrato limitante para la
proliferacion microbiana. Muchos hongos saprofitos son capaces de secretar enzimas que
pueden hidrolizar las fuentes de carbono complejas encontradas en los nichos ecoldgicos,
para poder desarrollarse. Los azucares sencillos son liberados poco a poco y consumidos
por el microorganismo. En los cultivos en lote tradicionales no es posible simular estos
microambientes, ya que los azucares simples se encuentran en abundancia, desencadenando
represion catabolica. El uso de cultivo alimentado es una alternativa al cultivo en lote que

permite controlar la concentracion de azlcares, evitando la alta concentracion de sustrato.

Los hongos del género Aspergillus son productores de amilasas, enzimas que estan
reguladas a nivel transcripcional, de manera negativa por represion catabdlica y de manera
positiva por la presencia de inductores. Se conoce que la concentracion de azlcares simples
es clave en la represién catabdlica, pudiendo evitarse con baja concentraciéon de azUcares.
Ademas, en Aspergillus nidulans, oryzae y niger, se ha reportado que la glucosa tiene un

efecto inductor sobre las enzimas amiloliticas.

Aspergillus flavus es un hongo saproéfito capaz de colonizar el maiz, gracias a las enzimas
amiloliticas que le permiten utilizar el almidén contenido en el grano para obtener energia.
Es un organismo de importancia sanitaria, debido a que produce los carcinogénicos
naturales mas potentes, las aflatoxinas. Es por ello que es importante conocer sobre los
mecanismos que le permiten colonizar el grano de maiz. En el grano, existe una baja
concentracion de azUcares facilmente asimilables y los inductores de las amilasas, 1o que

estimula su produccion. Teniendo como objetivo el simular la condicion de limitacion de
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nutrientes, el cultivo alimentado es una alternativa apropiada que permite evaluar el efecto
que tiene la limitacion de fuente de carbono sobre la actividad amilolitica. Ademas, es
posible elucidar el papel que juega la glucosa en la regulacion de las amilasas de

Aspergillus flavus, comparado con lo que se conoce en otras especies de Aspergillus.
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3. HIPOTESIS
Las enzimas hidroliticas de Aspergillus estdn controladas por represion catabdlica. Si las
amilasas de Aspergillus flavus estan reguladas de la misma manera, entonces la condicién

de limitacion de fuente de carbono aumentara la sintesis de dichas enzimas.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
e Evaluar el efecto de la limitacion de fuente de carbono en la produccion de enzimas

amiloliticas de Aspergillus flavus en cultivo alimentado.

4.2 Objetivos Especificos
e Evaluar el crecimiento en medio solido de A. flavus NRRL 6541 y CECT 2687 en
sustratos complejos y simples.
e Determinar las condiciones de pH y fuente de nitr6geno para la produccion de
amilasas de A. flavus NRRL 6541 y CECT 2687 a nivel matraz.
e Analizar el perfil amilolitico de A. flavus NRRL 6541 y CECT en diferentes

concentraciones de glucosa y xilosa.

e Realizar experimentos en reactor de 4 L para cultivos en lote y alimentados con

glucosa y xilosa como fuentes de carbono.

e Evaluar el efecto de la limitacion de glucosa y xilosa sobre la actividad amilolitica

en cultivo alimentado.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Microorganismos

Se utilizaron dos cepas de Aspergillus flavus disponibles en el Grupo de Fisiologia de
Hongos Filamentosos, la cepa no toxigénica 6541 proveniente de la Northern Regional
Research Lab (NRRL) y la cepa toxigénica 2687 proveniente de la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT). Se mantuvieron en cajas de Petri con medio Dextrosa-Sabouraud a

4 °C y fueron resembradas continuamente.

5.2 Sustratos

Para los diferentes experimentos en placa, matraz y biorreactor, se utilizaron como fuente

de carbono glucosa, xilosa, sacarosa, almidon y maiz blanco triturado.

5.3 Obtencion de Inéculo
5.3.1 Suspension de Esporas

Se sembraron los microorganismos en condiciones estériles en cajas de Petri con agar
Sabouraud. Se agreg6 10 mL de solucidn salina Tween a la caja Petri. Se raspd suavemente
homogeneizando la solucién sobre la placa. La solucién de la caja se recuperd en tubos de
10 mL que se centrifugaron 5 min a 4,500 rpm (Centrifuga Z 326 K, Hermle, Alemania).
Se desecho el sobrenadante para resuspender las esporas en 10 mL de solucién salina. Se
repitié la centrifugacion y resuspension hasta obtener un sobrenadante transparente. Al
finalizar se suspendieron los conidios en 10 mL de solucién salina, agitando con el vértex

para homogeneizar.

Para la determinacion de la concentracion de esporas se diluyo la suspension original, se
tomaron 10 pL y se colocaron en la camara de Neubauer. Se observo con el objetivo de
40x, obteniendo el promedio de esporas de dos cuadrantes.
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conidios )
T - (# de conidios)(4 cuadrantes)(2500)(Factor de dilucion)

La concentracion final de esporas en el medio de cultivo se ajusté por dilucion a 1x10°

esporas/mL.

5.3.2 Micelio

Se inocularon esporas a una concentracion final de 1x10° esporas/mL en un medio con 2%
de fructosa y 0.3% de extracto de levadura en medio basal (0.2% K,;HPQO,, 0.2% KH,PO, y
0.5% (NH4)2SO4) en matraces de 500 mL, con un volumen de trabajo de 100 mL. Se
cultivé a 37 °C y 300 rpm durante 20 horas. Se recuperd el micelio utilizando papel filtro
estéril y se lavo el micelio con abundante solucion salina estéril para eliminar el medio de
cultivo. El micelio recuperado se suspendié en poco volumen con solucién salina y se
estimo su peso seco utilizando papel filtro (Millipore, USA). Se ajustd la concentracion

final de biomasa en el medio a 0.3 g/L.

5.4 Cultivo en Medio Sélido

Aspergillus flavus NRRL 6541 y CECT 2687 se crecieron en medio basal (0.2% K,;HPO,,
0.2% KH,PO4 y 0.5% (NH,).SO,) con 1.5% de agar bacteriolégico y 1% de fuente de
carbono, ajustado a pH 7. Las fuentes de carbono utilizadas fueron glucosa, sacarosa,
almidon y maiz triturado. Se inoculé cada caja con 100,000 esporas en el centro y se incub6
a 37 °C, por 72 horas, tomando medida del radio de crecimiento de la colonia cada 24

horas.
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5.5 Cultivo en Medio Liquido
5.5.1 Nivel Matraz

Para los cultivos en matraz de las cepas Aspergillus flavus NRRL 6541 y CECT 2687 se
utilizaron matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo. ElI medio
consistié de 0.2% K,HPO, y 0.2% KH,PO, ajustado a pH 5 u 8. Para el cultivo a pH 8, la
fuente de nitrégeno fue esterilizada de manera independiente y adicionada al momento de
inocular los matraces, para evitar pérdida de amonio por volatilizacién. Los matraces se
esterilizaron a 121 °C y 15 psi durante 15 min. Se inocularon los matraces a una
concentracion final de 1x10° esporas/mL o 0.3 g/L de micelio seco, a 37 °C, con agitacion
de 300 rpm, en una incubadora Innove 4000 (New Brunswick Scientific, USA) durante 72

horas.

Para los experimentos del efecto del pH sobre la actividad amilolitica se utilizd 0.5% de
(NH,)2S04, 1% de fuente de carbono (glucosa, sacarosa, almidén y maiz) y pH de 5 u 8 con
esporas como indculo. Para los experimentos del efecto de la fuente de nitrégeno (Sulfato
de amonio y nitrato de sodio), se utilizé 1% de fuente de carbono (glucosa y almidén) y
37.8 mM de nitrogeno ajustado a pH 8 con esporas como indculo. En los experimentos de
diferentes concentraciones de sustrato, se utilizO 0.5% de (NH4),SO, con tres
concentraciones de fuente de carbono (0.5%, 1% y 2%). Se utiliz6 como fuente de carbono
glucosa y xilosa ajustado a pH 8 con micelio como indculo a una concentracion final de 0.3

o/L (base seca)..

5.5.2 Biorreactorde 1 L

Aspergillus Flavus NRRL 6541 y CECT 2687 fueron cultivados en un biorreactor de 1 L

FP-1L (Figura 6). El medio de cultivo consistio en medio basal mas la fuente de carbono.
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El pH inicial fue ajustado a 8 como se indicd anteriormente. Las
condiciones de cultivo fueron 37 °C y 1 vvm de aireacién (1 L de
aire por 1 L de medio por minuto). La agitacion empleada fue de
300 y 400 rpm. EI medio de cultivo y el biorreactor se
esterilizaron de manera independiente y se inoculd a una
concentracion final de esporas de 1x10° esporas/mL. Se adiciond

antiespumante 1-10 cuando fue necesario.

5.5.3 Biorreactor de 4 L Figura 6. Biorreactor FP-1L.

Aspergillus Flavus NRRL 6541 y CECT 2687 fueron cultivados
en un reactor de 4 L BioFlo Il Fermentor, (New Brunswick
Scientific, USA); (Figura 7). EI medio de cultivo consistio en
medio basal més la fuente de carbono. El pH inicial fue ajustado
a 8 como se indico anteriormente (Apartado 5.5.1). Las
condiciones de cultivo fueron 37 °C, 1 vvm de aireacién y 400
rpm de agitaciéon. El inéculo fue esporas a una concentracion

final de 1x10° esporas/mL o micelio a una concentracién final de

0.3 g/L (base seca). En los cultivos alimentados, se utilizd una
bomba peristaltica Masterflex C/L (Cole Parmer, USA) con un Figura 7. Biorreactor

BioFlo 111
flujo estimado de alimentacion de 14-16 mL/h.

5.6 Meétodos Analiticos
5.6.1 Determinacion de Azlcares Reductores
La determinacion de azlcares reductores se llevd a cabo por el método del &cido

dinitrosalicilico (DNS); (Miller, 1959). A tubos con 0.45 mL de agua destilada se les
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agrego 0.05 mL de filtrado. Después se agreg6 0.5 mL de DNS. Los tubos se colocaron en
bafio maria a ebullicion durante 5 min. El tubo se enfrio afiadiendo 2.5 mL de agua
destilada. Se determind la absorbancia a 575 nm. La concentracion de azlcares se calculd

con una curva de calibracién de glucosa o xilosa.

5.6.2 Determinacién de Proteina Extracelular

La concentracion de proteina se determind por el método de Bradford (Bradford, 1976). Se
prepard una solucién stock de seroalbimina bovina 0.1 mg/mL para la curva estandar. Las
diluciones de la curva estandar se hicieron directamente en la microplaca. Las muestras se
diluyeron apropiadamente a 100 pL para que la lectura se encontrara dentro de la curva. Se
agregaron 200 pL del reactivo de Bradford y se dej6 reaccionar por 5 minutos a partir del

ultimo pozo y se ley6 a 595 nm.

5.7 Ensayos de Actividad Enzimética
5.7.1 Amilolitica

La actividad amilolitica se determind por hidro6lisis del almidén, utilizando lugol para
observar las diferencias. A tubos de ensayo se les agregé 1 mL de solucion de almidon 1%
(con solucion amortiguadora de acetatos 100 mM pH 5), 0.1 mL de filtrado enzimético y se
incub6 a 40 °C por media hora. Se detuvo la reaccién con 0.1 mL de HCI 1 M. Se
transfirieron 0.05 mL de estos tubos a otros con 1.2 mL de Lugol de trabajo (0.06%
K1/0.006% 1I,). Se determind la absorbancia a 620 nm. Se calculo la concentracion de
almidon con ayuda de una curva de calibracion de almidén. Una unidad U de actividad
amilolitica se define como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la produccion de

un mg de almidén hidrolizado a 40 °C, en 30 minutos.
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5.7.2 Xilanolitica

La actividad xilanolitica se determind por la cuantificacion de los azlcares reductores
liberados por el xilano por el método de DNS usando una curva de xilosa como patrén,
obtenidos después de la incubaciéon de 0.25 mL de xilano de abedul al 1% + 0.2 mL de
buffer de acetatos 100 mM pH 5y 0.05 mL de filtrado enzimatico, a 50 °C, durante 20 min.
Al término del tiempo, se le adicion6 0.5 mL de DNS vy se calent6 la mezcla a ebullicion
por 5 min; luego se le afiadieron 2.5 mL de agua destilada y se leyd a 575 nm. Una unidad
U de actividad xilanolitica se define como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la

produccién de 1 mmol de xilosa a 50 °C, en 20 minutos.

5.8 Cinética
5.8.1 Crecimiento

La tasa de crecimiento celular (u) se calculd por el método clasico (Monod, 1949), en el

que X es la concentracion de biomasa y t es el tiempo en la siguiente ecuacion:

dX

——ux
ac

Por separacion de variables y delimitando su integracion:

XdX t
—=,ufdt

InX=put+LnX,

La ecuacion resultante es analoga a la ecuacion de una recta en el grafico Ln X vs t,

permitiendo encontrar la velocidad especifica p como la pendiente de la recta resultante.
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5.8.2 Consumo de Sustrato

La velocidad de consumo de sustrato (g) se encontrd haciendo una analogia de la constante
de velocidad de primer orden de las reacciones quimicas, donde la velocidad de la reaccion

depende de una constante multiplicada por la concentracién del sustrato:

d[S]
T e

Por separacion de variables y delimitando su integracion:

[S]d[g] t
f ol ] dt
[Slo S] 0

Ln[S] =—-¢t+ Ln[S],
La ecuacién resultante es andloga a la ecuacion de una recta en el grafico Ln S vs t,

permitiendo encontrar la velocidad € como la pendiente de la recta resultante.

5.9 Técnicas Electroforéticas

Las muestras para geles de electroforesis fueron concentradas por liofilizacion. Las
muestras dializadas se colocaron en la liofilizadora por 30 h a 130x10° mBar de presion y
-50 °C de temperatura. Posteriormente, se resuspendieron en un volumen 100 veces menor

al original.

5.9.1 SDS-PAGE

La separacion electroforética de proteinas se llevo a cabo en condiciones desnaturalizantes.
Se tomaron 5 pL de muestra, a la cual se le adicionaron 5 pL de buffer desnaturalizante
(SDS 4%, glicerol 20%, 2-pB-mercaptoetanol 10%, buffer Tris-HCI 125 mM a pH 6.8 y azul
de bromofenol 0.005%). El gel separador se prepar0 al 8% de acrilamida y 0.2% de
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almidon (para zimograma). La electroforesis se corrio a corriente constante de 100 mA por
alrededor de una hora, a través de unidades verticales de 1 mm Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad Laboratorioes, Inc.). Las bandas de proteinas fueron visualizadas con azul de
coomasie, utilizando el marcador de peso molecular Broad Range 6.5-210 kD (Bio-Rad

Laboratorioes, Inc.) para estimar el peso molecular de las bandas.

5.9.2 Zimograma de Actividad Amilolitica

Los geles provenientes de la cAmara electroforética fueron incubados por 1 hora en buffer
renaturalizante para eliminar el SDS y el B-mercapto-etanol. Pasada la hora se incubd
nuevamente, ahora con buffer de acetatos 100 mM pH 5 por un lapso de media hora.
Pasada la hora se enjuagd con agua destilada por 5 min con agitacién. Luego, se sumergié
en etanol al 96% durante 15 min con agitacion constante para después enjuagar nuevamente

con agua destilada por 15 min. Finalmente, se tifi6 el gel con Lugol.

32



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Preferencias Nutricionales

Los hongos del género Aspergillus estan adaptados a proliferar sustentados por materia
orgénica en descomposicion, que contiene en su mayoria fuentes de carbono complejas
(Amaike & Keller, 2011); (Bennett, 2010). Con el objetivo de determinar las preferencias
nutricionales de las cepas de Aspergillus flavus NRRL 6541 y CECT 2687, se creci6 a cada
microorganismo en placas con medio basal solido con cuatro diferentes sustratos al 1%: dos
azucares sencillos (glucosa GLU y sacarosa SUC) y dos sustratos complejos (almidén
ALM y maiz MAIZ). Estos sustratos fueron elegidos debido a que comparten la molécula
que, finalmente, es capaz de entrar a la célula y ser aprovechada para obtencion de energia:
la glucosa. La glucosa es la fuente de carbono por excelencia y juega un papel importante
en el metabolismo celular, ademéas de ser el producto final de la hidrolisis del almidon
(sustrato de las enzimas de estudio). ElI maiz es un sustrato complejo de importancia para
los hongos, ya que no so6lo contiene una alta cantidad de almidén, sino que también es

blanco frecuente de infeccion por hongos del género Aspergillus, tales como A. flavus.

La figura 8 resume los resultados de los experimentos con los diferentes sustratos para
ambas cepas. La Figura 8 A presenta el crecimiento radial de A. flavus NRRL 6541, donde
se aprecia que la condicion con maiz triturado es la que tiene un crecimiento mas
abundante, seguida por la de almidon. Las imagenes de las placas al final del cultivo se
muestran en la Figura 8 C, observandose también una clara preferencia por los
carbohidratos complejos sobre los azucares sencillos. De manera similar, para la cepa A.
flavus CECT 2687 se observa que el crecimiento radial es mayor para las condiciones con

sustratos complejos (Figuras 8 By C).
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Figura 8. Crecimiento en medio solido con cuatro fuentes de carbono (Glucosa, Sacarosa, Almidon y
Maiz). A) y C) muestran el crecimiento radial en mm e imagenes de las placas al tiempo final del cultivo (167
horas) para Aspergillus flavus NRRL 6541, respectivamente. B) y D) muestran el crecimiento radial en mm e
imagenes de las placas al tiempo final del cultivo (167 horas) para Aspergillus flavus CECT 2687,
respectivamente.

Estos resultados coinciden con lo reportado en trabajos anteriores del grupo de Fisiologia
de Hongos Filamentosos de la Facultad de Quimica de la UNAM, un mejor crecimiento en
sustratos complejos (Palomares R, 2007; Saldafia D, 2009). Se describidé que una de las

razones de este fendmeno es el porcentaje de germinacion que se obtiene al crecer los
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microorganismos en diferentes sustratos (Saldafia D, 2009). En general, el porcentaje de
germinacion de los conidios es mayor en sustratos complejos (como lo son el maiz, la
pectina, el almiddén) o cuando los carbohidratos simples son suplementados con extracto de
levadura. De esta manera, se propuso una relacion entre la germinacién conidial y la

biomasa producida.

Es importante destacar que existe una diferencia en el crecimiento de las cepas de
Aspergillus. En promedio, la cepa NRRL 6541 tiene un radio 1.28 £0.067 veces mayor al

de la cepa CECT 2687, registrado a las 144 horas de incubacion (Figuras 10 Ay B).

Estos resultados revelan que las dos cepas de Aspergillus flavus tienen una clara preferencia
de los sustratos complejos sobre los carbohidratos sencillos. Los organismos sapréfitos
estan adaptados a proliferar en materia organica que no es facilmente asimilable para otros
organismos, gracias al gran conjunto de enzimas hidroliticas que poseen (Bennett, 2010).
Esta ventaja evolutiva convierte a los granos amiladceos (como el maiz) un sustrato
susceptible a la infeccidn y colonizacion por hongos (Amaike & Keller, 2011; Mazzani,

Borges, Luzén, Barrientos & Quijada, 1999; Robledo, Marin & Ramos, 2001).

6.2 Efecto del pH

Con el propésito de elegir el pH inicial indicado para los cultivos alimentados en
biorreactor, se probaron dos condiciones, una acida (pH inicial de 5) y una alcalina (pH
inicial de 8) con cuatro fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, almidén y maiz). Se eligié
pH 5 debido a que muchas de las enzimas de Aspergillus son producidas en condiciones
acidas (Ghosh, P. & Ghosh, U., 2017; Hemansi, Gupta, Kuhad & Saini, 2018; Wolf-

Marquez, Garcia-Garcia, Aguilar-Osorio, Martinez-Trujillo, 2015). No obstante, se optd
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por también experimentar con una condicion ligeramente basica para evaluar su efecto, ya
que se ha reportado produccion de amilasas en estas condiciones (Alva, S. et al., 2007).
Estos experimentos se realizaron a nivel matraz, monitoreando la concentracion de proteina

extracelular y actividad amilolitica durante el curso de la fermentacion.

Fue evidente que para todas las fuentes de carbono, la actividad amilolitica se ve favorecida
en condiciones alcalinas (Figura 9). En presencia de glucosa y sacarosa (Figuras 9 Ay B,
respectivamente), la concentracion inicial desencadena represion catabolica (Roy,
Lockington & Kelly, 2008), por ello, los valores bajos de actividad (comparados con los
sustratos complejos). En dos casos (A. flavus NRRL 6541 en glucosa a pH 8 y CECT 2687
en sacarosa a pH 8) los valores de actividad disminuyen a las 72 horas. Los valores de pH
al final del cultivo son cercanos a 6, por lo que esto no debe ser la causa. Probablemente,
podria deberse a la accion de proteasas. Medina, Haynes, Breci & Wilson (2005) analizaron
las proteinas secretadas de una cepa de Aspergillus flavus, donde encontraron que habia
presencia importante de proteasas, pero una vez pasados entre 10 y 14 dias de cultivo. A los
tres dias, tiempo utilizado en nuestras fermentaciones, la cantidad de proteasas es menor.
Esta disminucion de la actividad ya se ha observado en trabajos anteriores de este grupo,

aunque no se ha profundizado en su causa.

En los experimentos con maiz triturado y almidén (Figura 9 C y D, respectivamente), la
actividad amilolitica debe ser mayor debido a que el microorganismo se encuentra en
condiciones de induccion (Carlsen & Nielsen, 2001). Sin embargo, solamente en la
condicion alcalina se presenta un aumento significativo de la actividad amilolitica; a pH
acido los valores de actividad amilolitica fueron parecidos a condiciones de represién aun

en presencia de almidon y maiz.
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Figura 9. Efecto del pH sobre la actividad amilolitica de Aspergillus flavus creciendo en diferentes
fuentes de carbono. Cultivo a 37 °C y 300 rpm en matraz con 100 mL de volumen a pH 5 y 8, inoculando
esporas a una concentracion final de 1x10° esporas/mL. A) Glucosa. B) Sacarosa. C) Almidén. D) Maiz
triturado.

500 500
@8 pH5 A) @8 pH5 B)

gsou- gaoo-
) ©
c
‘% 200- 5 200-
= °
2 100- o 100-

0- 0-

0\9 6.""9 vy@s @\vﬁ’ 0\9 4'979 vy@ @?}1’
Figura 10. Efecto del pH sobre la concentracion de proteina extracelular de Aspergillus flavus creciendo
en diferentes fuentes de carbono. Cultivo con cuatro fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, almidon y maiz
triturado) a 37 °C y 300 rpm en matraz con 100 mL de volumen a pH 5 y 8, inoculando esporas a una
concentracion final de 1x10° esporas/mL. Concentracion de proteina extracelular cuantificada a las 72 horas
de cultivo. A) A. flavus NRRL 6541. B) A. flavus CECT 2687.
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La diferencia en la actividad amilolitica para las condiciones de pH se puede correlacionar
con la proteina que es secretada al medio en cada condicién. La Figura 10 muestra la
concentracion de proteina extracelular al finalizar el cultivo. Para todas las fuentes de
carbono, la concentracion proteica es mayor a pH alcalino. ElI experimento con maiz
muestra una gran cantidad de proteina extracelular, aunque no es posible discriminar entre
la propia del maiz y la secretada por el microorganismo. No obstante, comparando ambos
cultivos con maiz a los dos pH, es claro que la concentracion proteica es mayor en

condiciones alcalinas.

Es necesario considerar que en los cultivos con pH inicial de 5, el pH disminuye hasta
valores de 2.93+0.28 al final del cultivo para todas las fuentes de carbono, mientras que
para la condicion alcalina, el pH solo disminuye a 6.94+0.27 para todas las fuentes de
carbono. Esto podria haber afectado la estructura de las enzimas y por ende su actividad
(Nelson & Cox, 2009). Alva et al. (2007) report6 que la produccion de amilasas es nula en
valores de pH menores a 5, lo que concuerda con lo observado en los experimentos a esta
condicidon. Debido a que el pH no fue controlado, disminuy6 a un valor tal que no favorece

la produccion.

Se ha reportado que el pH afecta la regulacion de la expresion génica a traves del factor de
transcripcion PacC en Aspergillus (Denison, 2000; Tilburn et al., 1995). El producto génico
de pacC controla la expresion de genes en condiciones alcalinas. Los resultados mostraron
que a pH 5 la actividad amilolitica es muy baja, lo que podria significar que la produccion
de amilasas de Aspergillus flavus se ve afectada por PacC, aungue son necesarios mas

estudios para confirmar.
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Para todas las fuentes de carbono a pH 8 fue evidente cierto nivel de actividad amilolitica.
En almidon y maiz, consideradas fuentes inductoras para las amilasas, los niveles de
actividad fueron los esperados. Sin embargo, las dos cepas de A. flavus fueron capaces de
mostrar una baja actividad amilolitica incluso creciendo en glucosa y sacarosa, a pesar de
encontrarse en alta concentracion (1%). En altas concentraciones de azUcares, la represion
catabolica evita la produccion de muchas enzimas hidroliticas, entre las que se encuentran
las amilasas (Chulkin et al., 2010; Ruijter & Visser, 1997; Scazzocchio, C. et al., 1995).
Estos resultados sugieren que las enzimas de estudio podrian ser constitutivas. Sin
embargo, los cuatro sustratos tienen en comun a la glucosa, que se ha reportado tiene un
efecto positivo en la sintesis de amilasas en A. oryzae (Carlsen & Nielsen, 2001), por lo que

es necesaria mas informacién para aseverar que las enzimas son de expresion basal.

6.3 Efecto de la Fuente de Nitrogeno

Con la finalidad de elegir la fuente de nitrégeno que seria utilizada en los experimentos de
limitacion de nutrientes, se hicieron fermentaciones con dos fuentes de nitrégeno: sulfato
de amonio y nitrato de sodio. Ambas fuentes de nitrdgeno son ampliamente utilizadas en
cultivos microbianos, con la diferencia de que el sulfato de amonio provee al medio con
azufre (un nutriente), mientras que el sodio puede provocar estrés a la célula (Haro,
Garciadeblas & Rodriguez-Navarro, 1991). Los experimentos se realizaron a nivel matraz,
manteniendo la concentracion de nitrogeno equimolar para cada condicion. Se utilizé

medio basal con glucosa o almiddn al 1% como fuentes de carbono a un pH inicial de 8.

Los resultados de la actividad amilolitica mostraron que ésta se ve favorecida al utilizar el
sulfato de amonio como fuente de nitrogeno (Figura 11). En condiciones represoras

(glucosa como fuente de carbono); (Roy, Lockington & Kelly, 2008), la actividad fue
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ligeramente mayor para las cepas NRRL 6541 y CECT 2687 en la condicion con sulfato de
amonio. Similar a lo observado anteriormente, con glucosa se tiene un maximo de actividad
a las 48 horas, disminuyendo hacia las 72 horas de cultivo. Esto solo se aprecid con la cepa
NRRL 6541, que podria deberse a la actividad de proteasas, aunque no se ha investigado a

fondo, como se menciond en el apartado anterior.
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Figura 11. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la actividad amilolitica de Aspergillus flavus. Cultivo a
pH 8, 37 °C y 300 rpm en matraz con 100 mL de volumen, inoculando esporas a una concentracion final de
1x10° esporas/mL. A) A. flavus NRRL 6541 creciendo en glucosa. B) A. flavus NRRL 6541 creciendo en
almidon. C) A. flavus CECT 2687 creciendo en glucosa. D) A. flavus CECT 2687 creciendo en almidén.

Tabla 5. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre el crecimiento de Aspergillus flavus.

NRRL 6541 CECT 2687
(N H4)st4 NaNO; (N H4)2804 NaNO;
Glucosa 1.3 0.69 0.69 0.33
Almidoén 2.1 0.55 2.8 1.2

Crecimiento obtenido por peso seco al final del cultivo, expresado en g/L.
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El efecto sobre la actividad es mas notorio en condiciones de induccion (almidén como
fuente de carbono); (Carlsen & Nielsen, 2001), siendo la actividad amilolitica mayor en la
condicion con sulfato de amonio desde las 30 horas y manteniéndose hasta el final de la
fermentacion, donde la actividad es tres veces mayor a la condicién con nitrato de sodio. El
que la actividad amilolitica sea mayor para ambas cepas con sulfato de amonio puede
deberse al hecho de que en estas condiciones, el crecimiento también fue mayor,
aproximadamente el doble (Tabla 5). Aunado a esto, también se observd una mayor
utilizacion de la fuente de carbono cuando habia amonio como fuente de nitrégeno en el

medio, como se observa en la figura 12.
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Figura 12. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la utilizacién de sustrato por Aspergillus flavus.
Cultivo a pH 8, 37 °C y 300 rpm en matraz con 100 mL de volumen, inoculando esporas a una concentracion
final de 1x10° esporas/mL. A) A. flavus NRRL 6541 creciendo en glucosa. B) A. flavus NRRL 6541 creciendo
en almidon. C) A. flavus CECT 2687 creciendo en glucosa. D) A. flavus CECT 2687 creciendo en almiddn.
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Para ambas cepas, el consumo de glucosa es mayor en presencia de amonio como fuente de
nitrégeno (Figura 12 A y C). Esto coincide con el mayor crecimiento (Tabla 5) y actividad
(Figura 11) observados para esta condicion. Creciendo en almidon (Figura 12 B y D), la
concentracion de azucares reductores con sulfato de amonio aumenta y llega a su
concentracion maxima a las 48 y 36 horas para las cepas NRRL 6541 y CECT 2687,
respectivamente. Pasado ese maximo la concentracion disminuye, lo que no sucede en
presencia de nitrato de sodio, con el que la concentracion de azucares reductores aumenta

hasta el final del cultivo.

Para poder utilizar el almidén como fuente de carbono, primero debe ser hidrolizado en el
medio por el conjunto de amilasas (Tester et al., 2006) que producen glucosa, maltosa y
dextrinas, ya que el almidén es muy grande para lograr entrar a la célula (Goto et al., 1998).
Esto implica que, en un principio, las amilasas comienzan a generar azlcares reductores
que provocan el aumento en la concentracion (Guzman-Maldonado et al., 1995). A medida
que el hongo supera la fase de adaptacion, la velocidad de consumo de glucosa por el
hongo iguala a la velocidad de generacion de glucosa por digestion del sustrato, que se
traduce como una meseta en la cinética de sustrato residual (Figura 12 B y D). Cuando la
velocidad de consumo de la glucosa supera la velocidad a la cual se degrada el almidon,
entonces la concentracion de reductores comienza a disminuir. Este fendbmeno se presenta
claramente en presencia de amonio como fuente de carbono. Para la condicion con nitrato,
se observa durante todo el cultivo un aumento en la concentracion de azucares reductores,

implicando que la velocidad de consumo de glucosa es menor a la tasa de generacion.

En la condicién con almidon como fuente de carbono, para ambas cepas, la concentracion

de azUcares reductores alcanza valores cercanos a 5 mg/mL. Sin embargo, esto parece no
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provocar represion catabolica, ya que el aumento en la actividad continda. Esto se debe a
que los carbohidratos liberados y cuantificados como azUcares reductores no son solamente
glucosa, también hay presencia de maltosa o maltotriosa (considerados azlcares represores
débiles); (Gupta et al., 2002; Guzman-Maldonado et al., 1995). La glucosa es consumida a
medida que es generada por la hidrolisis de carbohidratos mas complejos. La concentracion
real de glucosa parece ser menor a la necesaria para provocar represion catabolica. Ademas,
como se menciond anteriormente, después de las 48 horas la concentracion de azlcares
reductores comienza a disminuir, cuando el requerimiento de carbono del micelio en

crecimiento excede la capacidad de las enzimas en proveerlo.

Se conoce que el amonio sigue una via sencilla para su asimilacion metabolica. En bajas
concentraciones puede ser asimilado gracias a la glutamina sintetasa, enzima que toma el
ion amonio del medio y lo enlaza a un glutamato para formar la glutamina (Margelis, S. et
al., 2001). En altas concentraciones de amonio, la enzima glutamato deshidrogenasa (que
normalmente favorece la desaminacion) es capaz de adicionar el grupo amino al a-
cetoglutarato, asimilando asi el nitrégeno (Nelson & Cox, 2009). Estas vias son mas
directas que la del nitrato, que debe sufrir primero reduccidn a nitrito y, posteriormente, a
amonio para ser asimilado (Campbell, W., 1999). Ademas, el poder reductor generado por
el metabolismo (NADH) es utilizado para la reduccion del nitrato a amonio, en lugar de

destinarse a la obtencién de energia por fosforilacion oxidativa (Nelson & Cox, 2009).

Otro aspecto por considerar es la naturaleza de cada fuente de nitrgeno. El sulfato de
amonio proporciona azufre, componente importante de algunos aminoéacidos. El nitrato de
sodio no provee azufre, sino que aporta sodio, lo que podria afectar negativamente al

crecimiento en esta condicion. Las enzimas encargadas de la asimilacion de fuentes
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secundarias de nitrogeno (como lo es el nitrato de sodio) estan sujetas a represion por
glutamina (Margelis, S. et al., 2001), lo que indica que su sintesis implica un gasto
energético mayor que cuando se asimila amonio. Pedersen and Nielsen (2000) reportan que
el amonio es una mejor fuente de nitrégeno para producir a-amilasa en Aspergillus oryzae,

con una mejor productividad y mayor rendimiento de biomasa.

Es importante volver a mencionar que, a pesar de encontrarse en condiciones de represion
catabdlica (Roy, Lockington & Kelly, 2008), los experimentos con alta concentracion de
glucosa mostraron niveles bajos de actividad amilolitica, similares a los obtenidos en los
experimentos anteriores con las glucosa a pH 8. Los experimentos a nivel matraz
permitieron elegir al sulfato de amonio como la fuente de nitrégeno a utilizar en los
cultivos en biorreactor para ambas cepas de Aspergillus flavus, la no toxigénica NRRL

6541 y la toxigénica CECT 2687.

6.4 Cultivo a Diferente Concentracion de Sustrato

Se hicieron experimentos a nivel matraz a diferentes concentraciones de glucosa y xilosa
(0.5, 1 y 2%) con micelio como in6culo (0.3 g/L en base seca). El uso de micelio permite
estandarizar la cantidad de in6culo, ya que las esporas no germinan en su totalidad a menos
de que haya en el medio un suplemento, como el extracto de levadura (Saldafia, 2009). Se
utilizaron matraces de 500 mL con un volumen de trabajo de 100 mL, incubados a 37 °C,
300 rpm, por 72 horas. Se disefid este experimento con la finalidad de comparar los perfiles
amiloliticos que se obtienen al crecer el microorganismo en diferentes concentraciones de
sustrato. En resultados anteriores de este trabajo, se observé produccion de amilasas con
cuatro diferentes fuentes de carbono (que tenian en comdn a la glucosa). Para tener mas

informacidn acerca de la expresion de las amilasas, se opt6 por la xilosa, una pentosa que
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sigue una ruta metabolica distinta (Nelson & Cox, 2009). La xilosa es el inductor de las
enzimas Xxilanoliticas, encargadas de la degradacion del xilano, que también estan sujetas a
represion catabdlica y reguladas por el activador transcripcional XInR (Hasper, van der
Veen, van Ooyen, de Graaff, 2004). Al utilizar esta fuente de carbono, es posible elucidar el
papel de la concentracién y la naturaleza de la fuente de carbono en la produccion de las

amilasas.

6.4.1 Cultivo con glucosa

Los valores de actividad amilolitica in vitro son muy bajos debido a que el organismo se
encuentra en condiciones de represion (Roy, Lockington & Kelly, 2008). Sin embargo, fue
posible comparar el perfil amilolitico de las cepas NRRL 6541 y CECT 2687 creciendo en

glucosa al 0.5, 1 y 2% por medio de zimografia.

La figura 13 muestra los resultados obtenidos. Para ambas cepas es apreciable una zona de
degradacion que corresponde a las dos bandas caracteristicas (que estan entre los 45-55
kDa), siendo mas intensa la de la cepa no toxigénica (A. flavus NRRL 6541). Se observa un
aumento en la banda de degradacion al aumentar la concentracion inicial de glucosa. Como
las muestras fueron tratadas de la misma manera (concentradas 100 veces), se concluye que
con una mayor concentracion de glucosa inicial hay una mayor acumulacién de amilasas
activas. Sin embargo, las bandas de degradacidn no son tan intensas debido a que en estas
condiciones el sistema esta regulado por represion catabdlica (Fasoyin et al., 2018). Estos
resultados de mayor actividad a mayor concentracion inicial de glucosa se pueden

correlacionar con el crecimiento.
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Figura 13. Zimograma de actividad amilolitica de Aspergillus flavus a diferentes concentraciones de
glucosa. Cultivo a pH 8, 37 °C y 300 rpm en matraz con 100 mL de volumen con glucosa al 0.5, 1y 2%,
inoculando micelio a una concentracion final de 0.3 g/L. Los geles SDS-PAGE con almidén fueron tefiidos
con lugol para revelar la actividad. *45-55 kDa.
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Figura 14. Biomasa obtenida creciendo en diferentes concentraciones de glucosa y xilosa para
Aspergillus flavus. Cultivo a pH 8, 37 °C y 300 rpm en matraz con 100 mL de volumen con glucosa y xilosa
al 0.5, 1y 2%, inoculando micelio a una concentracién final de 0.3 g/L. A) NRRL 6541. B) CECT 2687. La
letra indica igualdad con la misma fuente de carbono; el asterisco entre las dos fuentes de carbono.

46



La figura 14 muestra que a mayor concentracion de glucosa inicial, mayor biomasa
producida. Este comportamiento de la biomasa es el caracteristico de los cultivos, el
crecimiento es mayor cuando hay mayor disponibilidad de azucares (Trinci, 1969), hasta
que se llega a la saturacion. La cepa NRRL 6541 presenta un mayor crecimiento
comparado a la 2687, lo que también se correlaciona con lo encontrado en los zimogramas
de actividad amilolitica (Figura 13). La actividad es baja debido a la condicion de represion
(alta concentracion de glucosa), pero al haber mas crecimiento esa misma produccion

minima parece traducirse en una mayor cantidad de amilasas secretada al medio.

6.4.2 Cultivo con xilosa

Los cultivos con xilosa revelan informacion importante acerca de las amilasas. Si se tratase
de enzimas constitutivas, deberia encontrarse actividad amilolitica en estas condiciones. Sin
embargo, en los experimentos a diferentes concentraciones de xilosa, no se detecto
actividad amilolitica in vitro ni en el zimograma (Figura 15). En ambas cepas, ninguna
condicion mostré una zona de degradacion de almidon, indicando que en estas condiciones
no hay produccién de amilasas. EIl crecimiento sigui6 el mismo patrén que el obtenido con
glucosa, a mayor concentracion de xilosa mayor concentracion de biomasa (Figura 14). A
pesar de que el crecimiento en ambas fuentes de carbono es similar, solamente con glucosa

es posible detectar actividad amilolitica.

El rendimiento de biomasa por cantidad de sustrato consumido que se muestra en la figura
16 revela que hay una tendencia a disminuir el rendimiento a medida que la concentracion
es mayor, cuando la fuente de carbono es glucosa. En ambas cepas con glucosa se observa
una disminucion en el rendimiento cuando se tiene una concentracion de 2%. Esto puede

sugerir que cuando se tiene menor disponibilidad de sustrato, los organismos tienden a

47



economizar la fuente de carbono y utilizarla de manera eficiente (Harder & Dijkhuizen,
1983), ademas de que existen transportadores de glucosa con diferente afinidad (Torres,
Riol-Cimas, Wolschek & Kubicek, 1996). En contraste, con xilosa se tienen rendimientos

estadisticamente iguales.

NRRL 6541 CECT 2687

A A
{ \ [ \
0.5% 1% 2% 0.5% 1% 2%

Figura 15. Perfil amilolitico de Aspergillus flavus a diferentes concentraciones de xilosa. Cultivo a pH 8,
37 °C y 300 rpm en matraz con 100 mL de volumen con xilosa al 0.5, 1 y 2%, inoculando micelio a una
concentracion final de 0.3 g/L. Geles SDS-PAGE con almidon, tefiidos con lugol para revelar la actividad.
*45-55 kDa.
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Figura 16. Rendimiento biomasa/sustrato obtenido creciendo en diferentes concentraciones de glucosa
y xilosa para Aspergillus flavus. Cultivo a pH 8, 37 °C y 300 rpm en matraz con 100 mL de volumen con
glucosa y xilosa al 0.5, 1y 2%, inoculando micelio a una concentracion final de 0.3 g/L. A) NRRL 6541. B)
CECT 2687. La letra indica igualdad con la misma fuente de carbono; el asterisco entre las dos fuentes de
carbono.

Los resultados de actividad revelan que con Xxilosa como fuente de carbono no hay
produccion de enzimas amiloliticas. Esto coincide con lo reportado, ya que la xilosa
también desencadena represion catabdlica (Mach-Aigner, Pucher & Mach, 2010;
Prathumpai, Mcintyre & Nielsen, 2004). Comparando los resultados obtenidos con glucosa
y Xilosa a diferentes concentraciones y con los variantes niveles de actividad en diferentes
fuentes de carbono, existe evidencia para sugerir que la expresion de las amilasas de
estudio no es constitutiva (Tani et al., 2001). En Aspergillus, la proteina activadora AmyR
(Makita et al., 2009; Petersen et al., 1999) esta encargada de activar la transcripcion de los
genes de las enzimas amiloliticas. Estas enzimas no son esenciales en el metabolismo
celular, por lo que se espera que no sean expresadas en todas las condiciones, solamente
cuando exista en el medio su sustrato (presencia de inductores); (Makita et al., 2009). El
almidon tiene una masa molecular alta y no puede atravesar la membrana celular, por lo
gue son necesarias sefiales desde el exterior (inductores); (Goto et al., 1998). El hecho de

que con glucosa (pero no con xilosa) haya presencia de amilasas en el medio, a pesar de
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encontrarse en condiciones de represion, puede significar que la glucosa tiene un papel mas
especifico en la regulacion de las enzimas amiloliticas ademas de la represion catabdlica,
como se ha reportado para otras especies de Aspergillus. La glucosa es el producto final de
la degradacion del almidén, por lo que es posible que esta molécula (o algun producto)
pueda tener cierto efecto inductor sobre las enzimas amiloliticas, como se ha propuesto en

la literatura (Carlsen & Nielsen, 2001; Murakoshi et al., 2012; Pedersen et al., 2000).

6.5 Condiciones de Cultivo en Biorreactor

Una vez determinados los efectos del pH y la fuente de nitrogeno indicadas, en los
experimentos posteriores, se continué con el estudio de diferentes condiciones de cultivo en
biorreactor. El reactor utilizado fue un reactor de 1 L con agitacion magnética. Se probaron
tres condiciones de cultivo: una con glucosa al 1% y agitacion de 300 rpm (GLU/300);
glucosa al 0.5% y 400 rpm (GLU/400); y glucosa al 0.5%, extracto de levadura al 0.2% y
400 rpm (GLU/YE/400), con esporas como indculo a una concentraciéon de 1x10°
esporas/mL. Se monitored la fermentacion cuantificando azucares reductores, proteina
extracelular, concentracion de biomasa y actividad amilolitica. Estos experimentos se
realizaron sélo una vez, ya que se utilizd como experimento piloto para el reactor de 4 L y

porque se presentaron problemas técnicos con el biorreactor.

Dos de las condiciones (GLU/YE/400 y GLU/400) tenian glucosa a una concentracion de
0.5%. Se plane6 de esta manera debido a que en los cultivos alimentados es necesario
mantener baja la concentracion de fuente de carbono, para de esta manera mantener al
microorganismo en un estado de no represion catabolica (Strauss et al., 1999; Szabd et al.,
1996). Al utilizar glucosa al 0.5%, son necesarias 40 horas para llegar a una concentracion

adecuada para iniciar la alimentacion (aproximadamente 2 mg/mL de glucosa). De las
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cinéticas de consumo de sustrato se aprecia que de utilizar glucosa al 1%, se necesitarian
mas de 100 horas de fermentacion para lograr una baja concentraciéon de carbono, tiempo
demasiado largo para iniciar la alimentacion (el micelio pasa de pellets a aglomerados de
tamano variable). Se optd por una agitacion de 400 rpm ya que evita en mayor medida la
adhesion de micelio a las paredes del reactor, lo que, por otro lado, dificulta la medicion

precisa del crecimiento.

La actividad amilolitica que se encontr6 para la cepa NRRL 6541 en las diferentes
condiciones de cultivo utilizadas se muestran en la figura 17 A. Es facilmente apreciable
que la suplementacion con extracto de levadura tiene un efecto positivo sobre la actividad
amilolitica. Mientras que las condiciones sin extracto de levadura solo logran como
maximo 4 U/mL, la condicién GLU/YE/400 tiene un valor cercano a 20 U/mL alrededor de
las 44 horas. Estos resultados correlacionan con la proteina extracelular cuantificada para
cada condicion (Fig. 17 B); la concentracion de proteina es también mayor en la condicion
suplementada. Se sabe que el extracto de levadura promueve la germinacion de las esporas
(Palomares R, 2007; Saldafa D, 2009), lo que tiene un efecto directo sobre la biomasa que
se produce a lo largo de la fermentacion. Es por ello, que para la condicion suplementada
con el extracto de levadura, la velocidad especifica de crecimiento (p) y la velocidad de
consumo de sustrato (¢) son mayores (Fig. 17 C y D, respectivamente) que las no
suplementadas. Una mayor germinacion, conlleva a un mayor crecimiento y consumo de
sustrato, lo que puede explicar el aumento en la concentracion de proteina y actividad

amilolitica observados para la condicion suplementada con extracto de levadura.
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Figura 17. Condiciones en biorreactor de 1 L y su efecto sobre la actividad amilolitica, la proteina, el
crecimiento y el consumo de sustrato para A. flavus NRRL 6541. Cultivo con tres condiciones: GLU/300
(Glucosa al 1% y 300 rpm), GLU/YE/400 (Glucosa al 0.5%, Extracto de levadura al 0.2% y 400 rpm) y
GLU/400 (Glucosa al 0.5% y 400 rpm). Medio inoculado con esporas a una concentracion final de 1x10°. A)
Actividad Amilolitica. B) Proteina. C) Biomasa. D) Sustrato residual (expresado como azUlcares reductores).

De manera similar, este comportamiento fue observado para la cepa toxigénica CECT 2687
(Fig. 18). La actividad amilolitica y la proteina extracelular fueron mayores en la condicion
GLU/YE/400, aunque menores a las obtenidas con la cepa no toxigénica. Gracias a una
mejor germinacion, el crecimiento del microorganismo se vio favorecido en esta condicion.
Los valores ¢ para las condiciones GLU/300 y GLU/YE/400 son similares entre si y

mayores a la GLU/400 (Fig. 20 D).

Los transportadores de azucares se caracterizan por su Kp, la constante de Michaelis-
Menten (Marangoni, 2003). Esto indica que a mayor concentracion, mayor es el transporte

de azucares, lo que significa que la condicion suplementada (que tiene una concentracion
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de 0.5% glucosa) es capaz de igualar la velocidad de consumo de glucosa de la condicion
con 1% de glucosa. Una explicacion puede ser el mayor crecimiento que se observo en la
condicion suplementado con el extracto de levadura.Como se menciond antes, se tiene
evidencia que el extracto de levadura favorecen la germinacion conidial (Saldafia D, 2009).
Este efecto fue claro en los experimentos con el biorreactor de 1 L. Ambas cepas tuvieron
un mayor crecimiento correlacionado a una tasa mayor de consumo de sustrato. Al haber
mas micelio activo en el medio de cultivo, la produccion de proteinas y la actividad

amilolitica aumentaron también.
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Figura 18. Condiciones en biorreactor de 1 L y su efecto sobre la actividad amilolitica, la proteina, el
crecimiento y el consumo de sustrato para A. flavus CECT 2687. Cultivo con tres condiciones: GLU/300
(Glucosa al 1% y 300 rpm), GLU/YE/400 (Glucosa al 0.5%, Extracto de levadura al 0.2% y 400 rpm) y
GLU/400 (Glucosa al 0.5% y 400 rpm). Medio inoculado con esporas a una concentracion final de 1x10°
esporas/mL. A) Actividad Amilolitica. B) Proteina Extracelular. C) Crecimiento. D) Consumo de Sustrato
(expresado como azUcares reductores).
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La condicion con glucosa al 0.5% y extracto de levadura al 0.2%, con una agitacion de 400
rpm, se eligiéo como la indicada para realizar los experimentos de limitacion de nutrientes.
Sin embargo, no habia certeza de que el aumento de la actividad amilolitica se pudiera
explicar por el aumento en el crecimiento gracias al mayor porcentaje de germinacion o si
los carbohidratos que se encuentran en bajas concentraciones en el extracto de levadura

(Aranda, Cabrera & Chairez, 2008) podrian inducir la sintesis de las enzimas amiloliticas.

6.6 Efecto del Indculo sobre la Actividad Especifica

La mejor condicion al inocular con esporas el medio fue la suplementada con extracto de
levadura (GLU/YE/400). Teniendo en cuenta el efecto que podria tener algin componente
del extracto de levadura como inductor, se buscé una alternativa para evitar tener este
sustrato en el medio (ademéds de que el fabricante recomienda no utilizarlo en
fermentaciones por su contenido de carbohidratos). Inocular directamente el micelio podria
ser una alternativa, evitando la dependencia de la germinacion de las conidias hacia el

extracto de levadura (Saldafia D, 2009).

Se disefiaron una serie de experimentos para el reactor de 4 L, con un volumen de de 3 L.
Se emple6 una condicion con 0.2% de glucosa en el medio, micelio como indculo a una
concentracion final de 0.3 g de biomasa seca/L y un flujo de alimentacion de glucosa al 1%
(15 mL/h) iniciado en el tiempo cero. La figura 19 muestra las caracteristicas macro y
microscopicas del micelio, obtenido de matraces con 2% de fructosa y 0.3% de extracto de
levadura en medio basal. Esto se compard con un experimento que empleaba la condicidn
GLU/YE/400 que se encontrd en los experimentos previos, con un flujo de alimentacion de

glucosa al 1% (15 mL/h) iniciado alrededor de las 36-40 horas.
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NRRL 6541 CECT 2687

Figura 19. Micelio de Aspergillus flavus utilizado como in6culo. EI micelio fue obtenido en un medio con
fructosa al 2% y extracto de levadura al 0.3% a pH 8 por 20 horas. Se lavé abundantemente con solucién
salina y se recuper6, estimando su concentracion por peso seco. A) Suspension de micelio en placa. B) Pellet
de A. flavus observado en microscopio con un aumento de 100x.

Al realizar las fermentaciones en condiciones de limitacién de nutrientes, se pudo tener un
primer indicio en cuanto a cual es el comportamiento de ambos microorganismos en esta
condicion de baja concentracion de carbono. Los experimentos se llevaron a cabo sélo una
vez, ya que se observo una marcada diferencia entre las dos estrategias de cultivo. Los
resultados obtenidos para la cepa NRRL 6541 se muestran en la figura 20. Se observa una
clara diferencia entre la actividad amilolitica obtenida para cada condicién. Ambos cultivos
se encuentran en un régimen de limitacion de nutrientes, pero la condicion con micelio

permanece con baja concentracién de carbono durante todo el tiempo de fermentacion,
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mientras que la condicidn con esporas inicia como un lote (0.5% glucosa) y deben pasar 36
horas para que se inicie la alimentacion. Esto implica que el microorganismo que crece a
partir de esporas estd sometido primero a un ambiente de abundancia necesario para la
germinacion y el crecimiento (D’enfert, 1997; Osherov & May, 2000), para despues
cambiar a una condicién de limitacion de nutrientes; a diferencia del otro que esta en

condiciones de limitacién las 72 horas de cultivo.
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Figura 20. Efecto del in6culo en la respuesta a la limitacion de nutrientes para la cepa A. flavus NRRL
6541. Cultivo alimentado en el reactor con un volumen de 3 L a 37 °C, 1 vwm y pH 8 con inoculacién de
esporas (1x10° esporas/mL) o micelio (0.3 g/L). Alimentacién de glucosa al 1% con un flujo de 15 mL/h,
desde el tiempo cero para la condicion con micelio y a las 40 horas para la condicion con esporas (flecha). A)
Actividad amilolitica volumétrica. B) Actividad amilolitica especifica. C) Proteina. D) Sustrato residual.
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El efecto que tiene el in6culo es mas pronunciado si se analiza la actividad amilolitica
especifica (Figura 20 B). Las unidades de actividad especifica para la condicion con
micelio son claramente mayores; a las 36 horas, la actividad especifica es poco méas de 300
veces mayor que la condicién con esporas. Esta diferencia tan marcada es debida la
cantidad de proteina extracelular que es secretada para cada condicion, mostrada en la
Figura 20 C. La concentracion de proteina en la condicion con esporas es tan alta que
afecta de manera negativa a la actividad especifica, caso contrario a la condicion con
micelio donde la proteina es baja y tiene un efecto positivo sobre los valores de actividad

especifica.

En la figura 20 D se observa el consumo de sustrato en ambas condiciones. Con micelio, la
concentracion de azlcares reductores se mantiene baja desde las 12 horas, en una condicién
de limitacion de glucosa, que se ha reportado como necesaria para aumentar la produccion
de enzimas amiloliticas en cultivos sumergidos (Goto et al., 1998; Shoji et al., 2007). En
contraste, al usar esporas como indculo se llega a esa condicién hasta las 60 horas, lo que
puede explicar los bajos niveles de actividad obtenidos (sabiendo que la glucosa provoca

represion catabdlica); (Rajoka & Yasmeen, 2005).

La cepa CECT 2687 presenta resultados similares a los encontrados con la cepa no
toxigénica. A pesar de que ambas condiciones estan en un régimen de limitacion de
nutrientes, el cultivo con micelio sobresale por sus niveles de actividad amilolitica (Figura
21 A). Nuevamente, la actividad especifica permite observar de manera contundente el
efecto del micelio; aproximadamente 80 veces mayor la actividad especifica comparada a la
condicion con esporas a las 24 horas de cultivo (Figura 21 B). La proteina contribuye en

forma importante a esta amplia diferencia (Figura 21 C); el cultivo con esporas
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suplementado con extracto de levadura parece favorecer el incremento en la concentracion

de proteinas en el medio.

En la figura 21 D se observa la evolucion de la fuente de carbono, revelando que en la
inoculacién de esporas no se llega a los niveles tan bajos de glucosa como con micelio. Al
igual que con la cepa no toxigénica, esto puede haber repercutido en la produccion de
amilasas via represion catabolica (Strauss et al., 1999). Se propone que la germinacion
tiene un rol significativo en la alta concentracion de proteina. D"enfert (1997) reporta que
durante la germinacion de las esporas hay un incremento en la sintesis de maquinaria
ribosomal y en la localizacion de vesiculas secretorias, aumentando asi la produccion y
secrecién de proteinas. Sin embargo, en estos experimentos una mayor secrecion proteinica

no necesariamente significd mayor secrecion de amilasas.

Al analizar la actividad volumétrica para ambas cepas es posible identificar que a pesar de
producir menor cantidad de proteinas extracelulares en la condicion con micelio, la
cantidad de enzimas amiloliticas que son secretadas es mayor a la condicion con esporas
como indculo, lo que es claro en los zimogramas de actividad amilolitica (Figura 22). Se
observan las dos bandas caracteristicas para las cepas de A. flavus NRRL 6541 y CECT
2687 alrededor de los 45-55 kDa. La intensidad de la zona de degradaciéon es
marcadamente mayor al utilizar micelio como inéculo, lo que concuerda con los resultados
de actividad in vitro. Ademas, se observa una banda de alrededor 28 kDa que solo se

presenta en la cepa toxigenica con micelio como inéculo.
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Figura 21. Efecto del in6culo en la actividad amilolitica y la proteina extracelular para la cepa A. flavus
CECT 2687. Cultivo alimentado en el reactor con un volumen de 3 L a 37 °C, 1 vvm y pH 8 con inoculacion
de esporas (1x10° esporas/mL) o micelio (0.3 g/L). Alimentacion de glucosa al 1% con un flujo de 15 mL/h,
desde el tiempo cero para la condicion con micelio y a las 40 horas para la condicion con esporas (flecha). A)
Actividad amilolitica volumétrica. B) Actividad amilolitica especifica. C) Proteina. D) Sustrato residual.

De esta manera, la estrategia con micelio parece brindar ciertas ventajas sobre el cultivo
con esporas. Una de las més importantes es que se evita el uso de extracto de levadura en el
medio, que contiene carbohidratos sencillos que podrian estar actuando como inductores
(Aranda et al., 2008; Nahas & Waldemarin, 2002; Reddy, Nimmagadda & Sambassiva,
2003). La concentracion inicial de fuente de carbono en el reactor es baja, iniciando la
alimentacion desde el tiempo cero manteniendo una baja concentracion de fuente de
carbono (limitacion de nutrientes) durante todo el tiempo de cultivo. Al inocular micelio
también se reduce de manera importante el tiempo de fermentacion (36-40 horas) al

evitarse la fase de germinacion y formacion de pellets.
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6541 2687 Van Suijdam, Kossen & Paul (1980)
Esporas Micelio Esporas Micelio describieron esta técnica para la
produccién de pellets fungicos que son
utilizados como indculo. Los pellets son
atractivos en cultivos ya que tienen la
ventaja de disminuir la viscosidad del
medio en comparacion con una
suspension  filamentosa. ~ Ademas,
aumenta el mezclado y las propiedades

de transferencia de masa (van Suijdam

et al., 1980). En la industria el uso de

Figura 22. Zimograma de actividad amilolitica €sporas como inéculo no es utilizado
con esporas y micelio como indculo. Geles SDS-

PAGE con almidon, tefiidos con lugol para revelar 1a  dehido a la gran cantidad de esporas que
actividad. * 28 kDa. **45-55 kDa.
serian necesarias y la variabilidad del porcentaje de germinacion, por lo que es mas

utilizado el micelio.
6.7 Limitacion de Nutrientes

6.7.1 Limitacién de glucosa

Se evalud el efecto de la limitacion de nutrientes en el reactor de 4 L, utilizando un
volumen de trabajo de 3 L iniciales. El cultivo en lote (control) consistié de glucosa al 1% a
un pH inicial de 8, 37 °C, 1 vvm de aireacion y 400 rpm. El cultivo alimentado inicié con
0.2% de glucosa a un pH de 8, 37 °C, 1 vvm de aireacion, 400 rpm y alimentacion (15
mL/h) desde el tiempo cero de una solucion de glucosa al 1%. El cultivo alimentado facilita

mantener una baja concentracion de fuente de carbono durante el curso de la fermentacion.
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Fasoyin et al. (2018) reporta que una concentracién de glucosa entre 0.05-0.1% mantiene al
organismo en un estado de no represion catabdlica. Esto permite ademas simular la
situacion en la que crecen normalmente los microorganismos en la naturaleza; esto es, una
baja concentracion de azucares facilmente asimilables (Harder & Dijkhuizen, 1983). Los
organismos saprofitos son capaces de secretar un arsenal de hidrolasas que permiten la
utilizacion de sustratos complejos, cuando no se encuentra en el medio un sustrato
energéticamente mas favorable (Ruijter & Visser, 1997; Scazzocchio et al., 1995). Sin
embargo, la actividad de estas enzimas no convierte el almidon rapidamente a glucosa, sino
que la liberacion de los azucares ocurre lentamente (Guzman-Maldonado et al., 2009).
Como se observo en los experimentos a nivel matraz con almidén y maiz como fuentes de
carbono, el crecimiento y actividad amilolitica de A. flavus se ve favorecido en estos
sustratos complejos (condiciones de induccién). Ademas, en la condicion con maiz no se
observo un incremento en la concentracion de azUcares en el medio (a pesar de que fue la
condicion con mayor crecimiento), manteniéndose baja durante todo el tiempo de

fermentacion, lo que refleja la lenta liberacion de azUcares reductores al medio.

La Figura 23 resume los resultados obtenidos de los experimentos de cultivo alimentado y
el efecto que tiene la limitacion de nutrientes. La evolucion de la concentracion de glucosa
revela que a pesar de que el medio es alimentado constantemente, la fuente de carbono
disminuye hasta cero en las primeras 20 horas de cultivo. Comparando entre si las
velocidades de consumo de sustrato (¢) (Figura 23 A) se observa que tienen valores
esencialmente iguales. Recordando los valores que se obtuvieron en los experimentos con
el biorreactor de 1 L (donde la condicién con menor concentracion de glucosa presentaba

un valor & menor), parece que en la condicidon de limitacion de nutrientes el
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microorganismo es capaz de aumentar su consumo de sustrato hasta igualar la tasa que se
obtiene en el control. A pesar de que presentan una tasa consumo de sustrato similar, la
actividad amilolitica esta favorecida en el cultivo alimentado, como se observa en la Figura
23 B. El control presenta valores de actividad amilolitica volumétrica tipicos de
condiciones de alta concentracion de glucosa (5-8 U/mL) para A. flavus en este estudio,
mientras que los valores en limitacion de nutrientes (14-16 U/mL) no son caracteristicos de
condiciones de alta concentracion de glucosa (represion) ni en crecimiento en almidon o

maiz (induccion).
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Figura 23. Efecto de la limitacién de fuente de carbono (glucosa) en la cepa A. flavus NRRL 6541.
Cultivo en reactor a 37°C, 1 vvm y pH 8 con glucosa al 0.2% y alimentacion de glucosa al 1% con un flujo de
15 mL/hora. El control es un cultivo a las mismas condiciones con 1% de glucosa. A) Sustrato residual,
expresado como azlcares reductores. B) Actividad amilolitica volumétrica. C) Proteina. D) Actividad
amilolitica especifica. El asterisco indica que los dos valores son estadisticamente iguales. Los valores son el
promedio de tres experimentos independientes.
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La concentracion de proteina (Fig. 23 C) para ambas condiciones tiene un comportamiento
similar, por lo que la actividad amilolitica especifica es también mayor para la condicién
restrictiva (Fig. 23 D). En esta condicion, aunque la proteina secretada es semejante, la

actividad volumétrica revela que hay una mayor secrecion de amilasas.

Los resultados obtenidos para la cepa CECT 2687 se muestran en la figura 24. La cinética
de consumo de glucosa (Fig. 24 A) para el control revela que durante todo el tiempo de
cultivo, esta condicion se encuentra en alta concentracion de carbono. Ademéas, como
sucediéo con la cepa NRRL 6541, el microorganismo es capaz de crecer en baja
concentracion de fuente de carbono y aumentar su velocidad de consumo de sustrato

(superando incluso la observada para el control).

Siguiendo con el mismo comportamiento observado, la actividad amilolitica volumétrica es
mayor en la condicién de limitacion de nutrientes (Fig. 24 B). La concentracion proteica
para ambas condiciones tiene un incremento parecido (Fig. 24 C), implicando una mayor

secrecion de amilasas y, por ende, mayor actividad amilolitica especifica (Fig. 24 D).

Este efecto que tiene la limitacion de nutrientes sobre la produccion de las amilasas fue
observable en geles electroforéticos en condiciones desnaturalizantes. Teniendo como
referencia el trabajo de Medina et al. (2005), se puede suponer que la actividad de proteasas
es despreciable, ya que el tiempo de cultivo es de solamente tres dias. Medina et al.
reportan la presencia de proteasas secretadas al medio, pero en cultivos de 10-14 dias donde
el microorganismo se encuentra en condiciones de inanicion. Asimismo, en todos los
cultivos la concentracion de proteina continla en aumento durante el curso de la

fermentacion.
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Figura 24. Efecto de la limitacion de fuente de carbono (glucosa) en la cepa A. flavus CECT 2687. .
Cultivo en reactor a 37°C, 1 vvm y pH 8 con glucosa al 0.2% y alimentacion de glucosa al 1% con un flujo de
15 mL/hora. El control es un cultivo a las mismas condiciones con 1% de glucosa. A) Sustrato residual
expresado como azlcares reductores. B) Actividad amilolitica volumétrica. C) Proteina. D) Actividad
amilolitica especifica. El asterisco indica que los dos valores son estadisticamente iguales. Los valores son el
promedio de tres experimentos independientes.

La Figura 25 muestra el gel de proteina y su correspondiente zimograma para ambas cepas
en las condiciones de lote y de cultivo alimentado. A pesar de que la concentracion de
proteina es baja y apenas distinguible en el gel SDS-PAGE (Figura 25), la actividad es
visible en el zimograma.Aunque todos los carriles presentan dos bandas de degradacion de
almidon alrededor de los 45-55 kDa, existe una diferencia en la intensidad, siendo mas
intensas las de las condiciones de limitacion de nutrientes para ambas cepas. Estos
resultados coinciden con lo observado en los ensayos de actividad amilolitica, mayor
actividad para los cultivos alimentados. Las dos bandas de peso molecular entre los 45-55

kDa pueden corresponder a a-amilasas, ya que se ha reportado que algunas de estas

64



enzimas tienen pesos entre los 50-60 kDa (Gupta, Gigras, Mohapatra, Goswani & Chauhan,

2003).

Sin embargo, nuevamente se presenta en la cepa CECT 2687 una banda de degradacion
hasta ahora desconocida con menor peso molecular (alrededor de 28 kDa) que s6lo se
presenta en la condicion restrictiva. Si bien no es tan intensa como las demés bandas de
degradacidn, aun no es claro a qué tipo de amilasa corresponda. Es necesario mayor estudio

para lograr caracterizar esta proteina.

6541 2687 6541 2687
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Figura 25. Gel SDS-PAGE y zimograma de actividad amilolitica en condicion de limitacién de glucosa
para A. flavus. Proteina y actividad amilolitica de A. flavus NRRL 6541 y CECT 2687 en condiciones de
abundancia (L=Lote) y de limitacién de nutrientes (A=Cultivo alimentado).*28 kDa. **45-55 kDa.
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Haciendo una comparacion de la cantidad de glucosa disponible durante toda la
fermentacion, se tiene que para el control (cultivo en lote) hay 30 gr de glucosa totales; para
la condicion de limitacion de nutrientes un total de 16 gr de glucosa. La diferencia reside en
la manera en que esta cantidad esta distribuida a lo largo del tiempo. El cultivo en lote tiene
disponible todo el sustrato desde el principio, en una condicion de represion catabdlica
(Roy et al., 2008). En contraste, el cultivo alimentado siempre mantiene una concentracion
baja de glucosa, estando incluso la mayor parte de la fermentacion por debajo del limite de
deteccidn del método de cuantificacion de azlcares reductores. Esto implica que a pesar de
tener menor disponibilidad de fuente de carbono en el cultivo alimentado, hubo mayor

produccion de amilasas.

6.7.2 Limitacion de xilosa

Para seguir con el estudio del efecto de la limitacion de nutrientes sobre la produccion de
enzimas amiloliticas, se disefiaron experimentos de cultivo alimentado utilizando Xxilosa
como fuente de carbono. La xilosa es una pentosa que no esta presente en el almidén y que
se asimila por una ruta metabdlica distinta a la glucosa (via de las pentosas fosfato);
(Nelson & Cox, 2009). El uso de este azUcar puede permitir observar, por medio del
monitoreo de la actividad xilanolitica, cuando el organismo se encuentra en condiciones de
represion o induccion. La xilosa es el inductor fisioldgico de las xilanasas, ademas de que
se ha reportado que la xilosa puede actuar como represor catabdlico o como inductor de las

mismas (Mach-Aigner et al., 2010) dependiendo de la concentracion.

El cultivo en lote contenia xilosa al 1% a un pH de 8, 37 °C, 1 vvm de aireacién y 400 rpm.
El cultivo alimentado inicié con 0.2% de xilosa a un pH de 8, 37 °C, 1 vvm de aireacion,

400 rpm y alimentacion (15 mL/h) desde el tiempo cero de una solucion de xilosa al 0.5%.
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Se disminuyo la concentracion del flujo de alimentacion ya que, en un experimento previo,

el uso de una solucion de xilosa al 1% provocaba una acumulacién del azucar.

La Figura 26 muestra los resultados de los experimentos con xilosa como el nutriente
limitante para la cepa NRRL 6541. En la cinética de consumo de sustrato (Figura 26 A) se
observa que el control tiene una mayor velocidad de consumo comparado con la condicion
de restriccion; el valor de € es cuatro veces mayor. La concentracion de xilosa se mantiene
baja durante toda la fermentacién, pero su velocidad de consumo no se comporta como en

los experimentos con glucosa.
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Figura 26. Efecto de la limitacién de fuente de carbono (xilosa) en la cepa A. flavus NRRL 6541. Cultivo
en reactor a 37°C, 1 vwm y pH 8 con xilosa al 0.2% y alimentacion de xilosa al 1% con un flujo de 15
mL/hora. A) Consumo de sustrato. B) Proteina extracelular. C) Actividad Amilolitica Volumétrica. D)
Actividad Xilanolitica Volumétrica.
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Debido a que es una pentosa, la xilosa debe tener su propio sistema de transporte. No se
han reportado en Aspergillus transportadores de xilosa de alta afinidad (de Vries et al.,
2017), como sucede con la glucosa (existen transportadores de alta y baja afinidad
dependiendo de la concentracion de azucares). Existen transportadores, pero que son
capaces de introducir a la célula multiples azlcares (Colabardini et al., 2014). En mutantes
de A. nidulans con crea deletado, el microorganismo es capaz de consumir glucosa y xilosa
al mismo tiempo, aunque la glucosa se consumio tres veces mas rapido (David, Krogh,
Roca, Akesson & Nielsen, 2005). ElI consumo disminuido de fuente de carbono afecta la
velocidad de crecimiento en esta condicion, presentando un valor de p = 0.0147 h'™, valor
por debajo del obtenido en la condicidén con alta concentracion de xilosa (u = 0.0337 hh.
La concentracion de proteina extracelular en lote es marcadamente mayor que la condicion
de cultivo alimentado (Figura 26 B), debido probablemente al mayor crecimiento
observado. La actividad amilolitica con xilosa como nutriente limitante no se ve favorecida
como sucedio con glucosa (Figura 26 C). Los valores son menores a los obtenidos en alta o
baja concentracion de glucosa. Esto implica que la limitacion de nutrientes no es suficiente

para aumentar la produccion de las amilasas.

La actividad xilanolitica que se muestra en la Figura 26 D permite confirmar que el
microorganismo se encontraba en condiciones de no represion para el cultivo alimentado.
En ambos casos, el inductor de las xilanasas se encuentra presente, pero en diferente
concentracion. Ya que la xilosa también desencadena represion catabdlica (Prathumpai et
al., 2004), el aumento en la actividad para la condicion de limitacion implica un estado de

no represion catabdlica.
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Figura 27. Efecto de la limitacién de fuente de carbono (xilosa) en la cepa A. flavus CECT 2687. Cultivo
en reactor a 37°C, 1 vwm y pH 8 con xilosa al 0.2% y alimentacién de xilosa al 1% con un flujo de 15
mL/hora. A) Consumo de sustrato. B) Proteina extracelular. C) Actividad Amilolitica Volumétrica. D)
Actividad Xilanolitica Volumétrica.

La cepa CECT 2687 tiene un comportamiento similar, como se muestra en la Figura 27.
Nuevamente, la velocidad € para la condicion de limitacién de nutrientes es menor a la
observada en el cultivo en lote. De igual manera, el valor de p es mayor en alta
concentracion de fuente de carbono comparado con el cultivo alimentado (0.0208 y 0.0126
h*, respectivamente). Este hecho muestra lo que sucede en condicién de limitacién de
nutrientes, ya que el microorganismo no es capaz de crecer a la misma velocidad que en
condiciones de abundancia. A pesar de encontrarse en esta condicion, el comportamiento de

la actividad amilolitica que se muestra en la Figura 27 C no corresponde a lo encontrado
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con limitacion de glucosa; para ambas condiciones con xilosa como fuente de carbono los

valores de actividad son bajos.

Al igual que para la cepa no toxigénica, el perfil de actividad xilanolitica (Figura 27 D)
muestra un incremento en actividad en la condicion de limitacion. Con el inductor presente
y aliviada la represion catabdlica al mantener una baja concentracion de xilosa, se observa
un incremento muy cercano a la linealidad. En la figura 28 se aprecia el zimograma de
actividad amilolitica para las condiciones de lote y de cultivo alimentado. Similar a lo
encontrado en los experimentos a diferentes concentraciones de xilosa, la actividad

amilolitica fue nula.

La actividad in vitro para ambas cepas reflejaba un bajo nivel de actividad, pero el
zimograma demostré que no existe tal actividad, lo que implica que los bajos niveles
encontrados en los ensayos de actividad amilolitica in vitro son resultado de errores en el

método, muy cerca del limite de deteccion.

Los resultados obtenidos para ambas cepas coinciden en que mantener una baja
concentracion de xilosa no es suficiente para aumentar la produccién de amilasas
comparado a cultivos con alta concentracién de azucares sencillos (glucosa y xilosa en este
estudio). La medicion de la actividad xilanolitica permitié comprobar que en la condicién
de limitacion de nutrientes habia un aumento en la produccion de estas enzimas, comparado
con el cultivo en lote. La actividad revel6 de manera implicita que el microorganismo no se
encuentra en condiciones de represion por carbono, observandose una mayor produccion

de xilanasas para la condicion restrictiva en ambas cepas.
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Figura 28. Gel SDS-PAGE y zimograma de actividad amilolitica en condicion de limitacion de xilosa
para A. flavus. Proteina y actividad amilolitica de A. flavus NRRL 6541 y CECT 2687 en condiciones de
abundancia (L=Lote) y de limitacion de nutrientes (A=Alimentado). *45-55 kDa.

Los experimentos con xilosa se realizaron solamente una vez, ya que fue evidente que en
ninguna de las condiciones se observaba actividad amilolitica. Ademas, se tenia la
referencia de los cultivos en lote, donde tampoco se habia encontrado actividad de

amilasas.

La limitacion de nutrientes es la condicion principal a la que estan expuestos los
microorganismos de manera cotidiana (Harder & Dujkhuizen, 1983). Aceptando esta

premisa, se espera que la evolucidon haya ejercido una fuerte presion para desarrollar
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mecanismos que permiten adecuarse a estas condiciones restrictivas. El principal objetivo
de estos mecanismos es permitir a la célula crecer bajo las condiciones de limitacion de
nutrientes, economizando el gasto de energia. Harder & Dijkhuizen (1983) propusieron que
uno de estos mecanismos es la habilidad de incrementar la tasa de transporte del nutriente
limitante, ya sea por la sintesis de mas proteinas del sistema de transporte (aumentando la
Vmax) 0 @ la produccion de un sistema de transporte de alta afinidad por el sustrato
limitante. Los organismos adecuan su metabolismo de tal manera que la fuente de carbono

limitante se utilice de una manera eficiente.

El aumento en la velocidad de consumo de sustrato en las condiciones con glucosa coincide
con el efecto que se ha descrito, una mayor eficiencia en el transporte y utilizacion de la
fuente de carbono. Con xilosa no hay un aumento en la tasa de consumo en el cultivo
alimentado, probablemente debido a la ausencia de transportadores de alta afinidad que se
expresen en estas condiciones de limitacién. Ha habido reportes de hongos filamentosos
que expresan diferentes transportadores de hexosas bajo diferentes condiciones (Delgado-
Jarana, Moreno & Benitez, 2003; Torres et al., 1996; Wei et al., 2004). Aspergillus
nidulans expresa dos sistemas de transporte (MacCabe, Mird, Ventura & Ramén, 2003), un
transportador de baja afinidad (Kn=1.4 mM) y otro de alta afinidad (K,=16 uM) sometido
a represion catabolica. También en A. nidulans se describié un transportador de hexosas de
alta afinidad que se inducia solamente cuando la concentracion de glucosa en el medio era

menor a 0.5% (Forment, Flipphi, Ramon, Ventura & MacCabe, 2006).

Durante la limitacion de nutrientes los organismos disminuyen considerablemente la
conversion de energia a productos extracelulares, manteniendo las vias anabdlicas en

niveles tales que permitan solamente la proliferacion celular y las catabdlicas son liberadas
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de la represion (Harder & Dijkhuizen, 1983). En los experimentos con glucosa se observo
que el perfil de proteina extracelular fue muy parecido al lote, solamente diferenciados por
la mayor actividad amilolitica. No obstante, con xilosa si fue evidente este fenGmeno, ya
que la concentraciéon proteica en el medio de cultivo fue menor en la condicién de

limitacion de nutrientes (a pesar de presentar una mayor actividad xilanolitica).

Los resultados obtenidos de actividad y zimografia revelan que aunque la cantidad de
proteina que es secretada al medio es limitada, esti favorecida hacia las enzimas que
pueden proveer fuente de carbono. En condiciones de limitacion, los genes involucrados en
el aprovechamiento de fuentes de carbono no ideales son liberados de la represion

catabolica, lo que se traduce a una mayor cantidad de enzimas amiloliticas.

Los experimentos con micelio como in6culo a nivel matraz con diferentes concentraciones
de glucosa y xilosa (0.5, 1 y 2%) revelaron que en lote se observan niveles basales de
actividad que son directamente proporcionales al crecimiento. En modelos cinéticos de
generacion de producto (Luedeking & Piret, 1959), este comportamiento se conoce como
asociado al crecimiento; a mayor concentracion de sustrato, mayor crecimiento y, por ende,
mayor actividad. Esta conducta llevaria a creer que en condiciones de muy baja
concentracion de fuente de carbono la actividad se veria disminuida. Sin embargo, al
utilizar el cultivo alimentado con glucosa se observa un aumento en la produccion de
amilasas, lo que demuestra que en condiciones de limitacion de nutrientes hay un aumento

en la produccion de enzimas hidroliticas.
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6.8 Regulacion de las Enzimas Amiloliticas

Las amilasas, como muchas otras enzimas degradadoras de polisacaridos complejos, estan
reguladas a nivel transcripcional (Fasoyin et al., 2018; Mach-Aigner et al., 2010; Makita et
al., 2009). En Aspergillus, cuando en el medio se encuentra una fuente de carbono
energéticamente favorable (como la glucosa), los genes de hidrolasas que proveen energia a
partir de fuentes de carbono complejas son reprimidos por el represor global CreA (Roy et
al., 2008). La proteina CreA de Aspergillus flavus tiene un 100% de identidad con la de A.
oryzae y un 81% con la de A. nidulans (Fasoyin et al., 2018). Especificamente para las
enzimas amiloliticas, el activador transcripcional AmyR es el encargado de promover su

sintesis en presencia de un inductor (Makita et al., 2009).

En condiciones de limitacion de nutrientes, la baja concentracion de fuente de carbono
libera a las hidrolasas de la represion (Fasoyin et al., 2018; Mach-Aigner et al., 2010).
También, se ha reportado que en estas condiciones, amyR aumenta su transcripcion (dos
Reis et al., 2017). Entonces, el hecho de que se libere de represion catabdlica y que AmyR
sea sintetizado, puede llevar a la produccion de enzimas amiloliticas que estan controladas

por este regulador transcripcional.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado y propuesto por investigaciones anteriores.
La xilosa, dependiendo de la concentracion, es capaz de tener un efecto represor (via
represion catabélica) o un efecto inductor sobre las xilanasas en Aspergillus nidulans
(Prathumpa et al., 2004) y Trichoderma reesei (Mach-Aigner et al., 2010). Mantener en el
cultivo una baja concentracién de fuente de carbono permite aliviar la represion causada
por CreA (Fasoyin et al., 2018), pero esto no es suficiente para aumentar la produccion de

las enzimas amiloliticas. Se conoce que en otras especies de Aspergillus; nidulans, niger y
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oryzae (Murakoshi et al., 2012; Carlsen & Nielsen, 2001; vanKuyk et al., 2012), la glucosa
es capaz de actuar como un inductor de las amilasas. Es necesaria la presencia de un
inductor que estimule la activacion de AmyR a un estado que permita activacion
transcripcional (Makita et al., 2009). La xilosa, un producto de degradacion del xilano de
cinco carbonos, al parecer no tiene un efecto sobre AmyR. En contraste, la glucosa es el
producto final de la degradacion del almiddn y, de acuerdo a lo propuesto por otros grupos
de trabajo y a los resultados de este estudio, tiene la capacidad de influir en el proceso de
induccion de las enzimas amiloliticas de Aspergillus flavus cuando se encuentra en bajas

concentraciones que no permiten represion catabolica.

Nuestros resultados resaltan el papel de la limitacion de nutrientes en la naturaleza. Ya que
es la principal condicion existente, los productos que son secretados en esta condicion
deben ser esenciales para el desarrollo del microorganismo. En un ambiente de alto
contenido amiléceo, como lo es el maiz, las enzimas amiloliticas deben ser claves en la
colonizacion. De esta manera, conocer mas sobre la produccion de las amilasas puede

ayudar a entender los procesos de colonizacion del maiz.

75



7. CONCLUSION

Aspergillus flavus es un hongo saprofito capaz de afectar cultivos de importancia, como el
maiz. Para ello, tiene la necesidad de producir enzimas hidroliticas que le permitan
degradar los sustratos complejos y obtener energia. Nuestros resultados demuestran que, a
pesar de que A. flavus es capaz de crecer en una amplia variedad de fuentes de carbono
(glucosa, xilosa, sacarosa, almiddn, maiz), tiene una preferencia sobre los sustratos
complejos. Ambas cepas estudiadas ven favorecida su actividad amilolitica a pH alcalino y
con sulfato de amonio como fuente de nitrégeno, debido principalmente a que el pH acido
parece tener un efecto negativo sobre la produccion y a la facilidad con la que puede ser

asimilado el amonio, respectivamente.

Claramente, el almidon es la fuente de carbono que mas favorece la actividad amilolitica
(por su condicién de induccidn), mientras que la glucosa ejerce represion catabolica. Por
otro lado, la xilosa no tuvo un efecto sobre la produccion de amilasas lo que ratifica que las

amilasas de estudio son inducibles.

El uso de micelio como indculo en biorreactor en lugar de esporas acorta los tiempos de
fermentacion de los cultivos alimentados y aumenta la actividad amilolitica especifica. La
baja concentracion de glucosa y xilosa en los cultivos alimentados permite liberar al
microorganismo de la represion catabdlica y aumentar la produccién de amilasas y
xilanasas, respectivamente. Se evidencio que la glucosa en bajas concentraciones tiene un
efecto positivo sobre la produccion de enzimas amiloliticas, ya sea al actuar como un
inductor débil o como algun tipo de sefializacion, lo que ya ha sido observado para otras

especies del género Aspergillus.
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