UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

i O W T sy

;v:u'ﬂﬁ N

, 3 ,

R ] DE MEXICO

5%

VZVI

N £
X

<

FACULTAD DE CIENCIAS

Purificacidn y caracterizacion parcial de enzimas con
actividad xilanolitica obtenidas de cultivos de Penicillium
sp. LM-3 crecido en residuos de café y sus alcances
biotecnoldgicos en el tratamiento del papel

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
BIOLOGO

P R E S E N T A:

SANTIAGO JAVIER CARRETO CASTRO

DIRECTOR DE TESIS:
DR. JOSE EDUARDO RODRIGUEZ BUSTAMANTE

2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Indice

RESUMIBIN ...ttt ettt sttt e bt e s be e s bt e saeesaeesabeebeebe e bt e sbeesatesaeeenbeenbeens 3
I [0 0 o [ ¥ Yo o3 o USROS 4
1.1 Clasificacion de las ENZIMAS ........ccocevirerieieieieeeeese sttt sbens 5
1.2 XIBNASAS.....cuertiititirieieeeiete ettt sttt sttt sttt e bt e e ae s et b e bt st e st et ettt neeneeee 10
1.2.1 Clasificacion de 1as XilaNaSaS.........ccccevveeeieieinisesesesiesieeeee s sae e seeeeseas 12
1.2.2 Mecanismos cataliticos de 1as Xilanasas ..........cc.ceeveverieieieeisisese e 14

2. ANTECEUERNTES ...ttt b e st b ettt et e st e bt s b st et et et e e eneeseenes 19
2.1 Investigacion en el laboratorio de quimica de biomacromoléculas en el Instituto de
QUIMICA, UNAM ..ottt ettt ettt e eeveeeteesteesteeetveeabeenbeebeenteesseesaesesssenseeseens 19

2.2 GENEIO PeNICHIUM ..ottt sttt st st 19
2.3 Sistema de fermentacion en estado SOlIdO...........cccceveireireinieeeeee s 22
2.4 El sustrato de 10S residuos de Cafe ..........ccceveiriineinieireeeeee s 26
3. JUSTIFICACION .ttt ettt s e ae et e ste s b e b e s e s e s eseesens 29
A, HIPOTESIS oottt ettt ettt s et st et et e s be et e sbeese e besbeesa e beessestesbeentesteeraensesreeneenes 30
ST O o J 1= (A7 13RS 30
5.1 ODJEtiVOS GENEIAIES.......ooviieeiieieeeet ettt 30
5.2 ODJetiVOS PAITICUIAIES.......ccveiiieieiieierieeestereee ettt 30
6. MELOAOS Y MALEIIAIES ...ttt ettt sttt e be s be e b e beere e besbeenaants 31
6.1 MAterial Y EQUIPO....eceitieeete ettt ettt ettt st e st e s be s e s be s s e tesbeentesteesaebesaeenre e 31
6.2 MEAIO SNIM ...ttt ettt ettt s e e s e s ese s esentesesseneesenensenen 33
6.3 ODbteNCION Y CONLEO A ESPOIAS.....c.cceeirterieireeeeeeeeete ettt st sa e e se s e 33
6.4 Preparacion de biorreactores con bagazo de café............cccceveveevieiviseciceseeeee, 34
6.5 Prueba de azlcares reductores Konig et al., (2002).........ccceevereeveereneeceneeeesre e 35
6.6 Precipitacion por sulfato de amonio (NHa)2 SO ...ccccveeeiiiicciiieececeeeceeeee e 36
6.7 Crecimiento del hongo P. sp. LM-3 sin medio SNM..........cccocovviirveninenceneeeeieceeene 37
6.8 Curva patron para la determinacion de azicares reductores...........ccoceeevevveeeveneenenn. 37
6.9 ZIMOogramas de XilANASAS........cccccveeerireeieriiceereseee ettt st se b s re e 38
6.10 Prueba de remocion de tinta de impresora laser con xilanasas ..........cc.ceevvevenenene. 38
A 2 =] U1 =T [ 1 PR 39
8. DUSCUSION ..ttt sttt st b et et s s b et et et et et e be s ebe st enennns 49
9. CONCIUSION ...ttt sttt b ettt b et et et et e b e s ebe st enensene 56
O =T s o L= o] § V7= 1P 57



Resumen
En el Parque Nacional Insurgente Miguel Hidalgo y Costilla, conocido como La

Marquesa en el Estado de México, se aislé un hongo del mantillo que fue descrito
como Penicillium sp. LM-3. En un trabajo previo se realizo el crecimiento del hongo
en aciculas de pino (propias del mantillo donde fue aislado) e igualmente se sembro
en un sustrato de bagazo de café, que era usado en el laboratorio. El bagazo era
de café molido y después de la extraccion se sec6 al sol para después esterilizarlo
en autoclave. Posteriormente al bagazo se inoculd con una concentracion conocida
de esporas del hongo previamente aislado, para ello se utilizd6 el sistema de
fermentacién en estado sdlido y se us6 como matriz el bagazo de café. Con este
sistema al cabo de diferentes tiempos y usando como solvente agua destilada, se
obtuvo un filtrado acuoso, la muestra se filtr6 con diferentes tipos de membranas
para poder remover contaminantes. Se uso la técnica de precipitacion por sulfato
de amonio para obtener tres fracciones del filtrado acuoso que correspondian a 30,
60 y 100 % de saturacion de la sal. Por medio de la prueba de azucares reductores
se determiné que la fraccion con 60 % de saturacion fue la que tuvo mayor actividad
xilanolitica y fue sometida a ultrafiltracion con membranas de 10 y 30 kDa de
exclusion. Durante el proceso de purificacion las muestras fueron evaluadas por
medio de la técnica de electroforesis para determinar cantidad y peso molecular de
las proteinas y la deteccién de la actividad por medio de zimogramas. Durante las
pruebas de actividad xilanolitica hubo una disminucién en la actividad xilanolitica a
través del tiempo. Por dltimo, se pudo realizar una prueba para la eliminacion de la
tinta en hojas de papel impresas y se realiz6 una tabla de rendimiento para ver la

actividad que desempefio la enzima a lo largo de la purificacion parcial.



1. Introduccidn
Las proteinas juegan un rol importante en la vida ya que desempefian una gran

variedad de funciones que son necesarias en los organismos y van desde procesos
estructurales, de transporte y catélisis de reacciones quimicas. A este ultimo tipo de
proteinas se les denomina como enzimas y controlan casi en su totalidad la gran
variedad de reacciones bioquimicas en los organismos (Voet y Voet, 2006).

Las enzimas en su mayoria son grandes proteinas que actian como
catalizadores de reacciones biolégicas (McMurry, 1994). En la naturaleza existe una
amplia variedad de estas biomoléculas y cada una de las cuales catalizan un tipo
de reaccién. Aunque se ha comprobado que existen enzimas que actian sobre un
anico sustrato, investigaciones recientes demuestran que existen distintos tipos de
enzimas que se encuentran en la naturaleza y en las que se ha observado que
catalizan mas de una reaccion (Ferrer, 2006).

El uso de enzimas en la industria se ha desarrollado gracias a las
oportunidades tecnoldgicas que mediaron el conocimiento entre las disciplinas
cientificas y sus areas de aplicacion (Scragg, 2004). La biotecnologia ha ayudado
al reconocimiento y a la mediacion en las areas de aplicaciéon dentro del sector
industrial, encargandose de la utilizacion de principios biolégicos y el conocimiento
de diversos materiales para su explotacion en sistemas o procesos biotecnolégicos
(Higgins, 1988). Esto representa una fuente poderosa y versatil para realizar
procesos libres de contaminantes sobre todo con sustancias que se usan como
catalizadores que contienen metales. La biotecnologia se ha encargado de conocer
las propiedades enzimaticas para aprovechar las caracteristicas y técnicas de la
catdlisis (Bull et al., 1999). Su utilizacién para las reacciones deseadas representa
ventajas como: ser una técnica muy especifica al sustrato, ofrecer un menor costo,
y ser fuetes renovables y ofrece un mayor rendimiento (Hall et al., 1988; Scragg,
2004).

Las enzimas catalizan una amplia variedad de reacciones quimicas y ayudan
a la obtencion de productos de valor agregado. Por ello su uso va en aumento y nos
acerca al descubrimiento de nuevas enzimas a través de la busqueda en la
biodiversidad, en secuencias gendmicas, mediante evolucion dirigida y phage
display (Marrs et al., 1999).



1.1 Clasificacion de las enzimas
La forma mas sencilla en la que se clasifican las enzimas estd basada en las

reacciones que catalizan y por ello se ha adoptado por acuerdo internacional un
sistema de nomenclatura y clasificacion (IUBMB, 2019). Este sistema distribuye las
enzimas en seis clases (Tabla 1) que se dividen en subclases segun el tipo de
catdlisis. A cada enzima se le asigna un niamero de cuatro apartados junto con un
nombre que defina la reaccion que cataliza: el primer digito denota el nombre de la
clase de la enzima, el segundo refiere la subclase mientras que los siguientes
digitos denotan el tipo de reaccion. Esta clasificacion se mantiene actualizada por
el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB, por sus siglas en inglés), y se indican por nimeros de EC
(Enzyme Commision, por sus siglas en inglés). El nimero EC esta asociado con un
nombre recomendado para cada enzima y aunque el nimero no especifica el
nombre de la enzima si especifica la reaccién que catalizan (Withers y Williams,
2018).

Tabla 1. Clasificacion internacional de las enzimas. Tomado de Nelson et al., (2005)
y actualizado de IUBMB, 2019.

o

1 Oxidoreductasas Transferencia de electrones (iones hidruro o dtomos de hidrégeno)
2 Transferasas Reacciones de transferencia de grupos
3 Hidrolasas Reacciones de hidrdlisis (transferencia de grupos funcionales al agua)
4 Liasas Adicidn de grupos a dobles enlaces o formacién de dobles enlaces por
eliminacion de grupos
Isomerasas Transferencia de grupos dentro de moléculas dando formas isoméricas
Ligasas Formacion de enlaces C-C, C-S, C-O y C-N mediante reacciones de
condensacion acopladas a la ruptura de ATP
7 Translocasas Catalizan el movimiento de iones o moléculas a través de una membrana
celular

En las ultimas décadas, ha estado presente la busqueda de alternativas para
la catalisis de diversas reacciones y se ha buscado la eficiencia de los procesos
enzimaticos (Garrity y Hunter-Cevera, 1999). En México la industria nacional ha
impulsado el desarrollo de la biotecnologia mediante la busqueda de nuevas

herramientas que generen una mayor competitividad; aunque la busqueda de



nuevas soluciones ha estado presente, la produccion de enzimas en el pais ha ido
disminuyendo hasta convertirse en una actividad menor, respecto al volumen de
enzimas que se consumen (Lopez-Munguia, 2004).

Un sitio importante en la exploracion de nuevas alternativas enzimaticas son
los suelos (en especial donde el material vegetal se acumula y se deteriora), porque
existe una gran cantidad de enzimas que son secretadas extracelularmente por
consorcios microbianos, en los que estdn presentes: bacterias, (en especial
actinomicetos) levaduras y hongos filamentosos, que se encuentran
interaccionando para descomponer la materia vegetal (que es una fuente renovable
de polisacaridos) que utilizan como principal fuente de carbono (figura 1); todos los
microorganismos participan activamente en el reciclaje natural de este elemento en
ecosistemas terrestres (Prade, 1996; Haider y Shaffer, 2009; Kote et al., 2009;
Abdeshahian et al., 2010; Bagewadi et al., 2016). Mediante la ecologia molecular
se desarrollaron estudios enzimaticos y se ha podido evidenciar el escaso
conocimiento que se tiene sobre la poblacion microbiana en los ecosistemas, y abre
posibilidades para la busqueda de nuevas actividades enzimaticas en los
microorganismos (Lépez-Munguia, 2004).

Los organismos que reciclan el carbono en el suelo son muy importantes al
secretar enzimas que reciclan tejidos muertos; dejando los elementos basicos
disponibles para su redso en la siguiente generacion de organismos; sin este paso,
plantas y animales hubieran muerto de inanicidn tiempo atras (Brady y Weil, 2008).
La alta estabilidad de estas enzimas en los suelos ha sido estudiada ya que deben
permanecer a la intemperie mientras catalizan reacciones quimicas. En los ultimos
afios Ha ido en aumento el desarrollo de estudios enziméticos en los suelos para
identificar posibles perturbaciones por contaminantes en el ecosistema (Nannipieri
et al., 2003).
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Figura 1. Esquema simplificado del ciclo del carbono

El material vegetal se compone en gran parte por celulosa, hemicelulosa y
lignina, y son estos los mayores polimeros constituyentes de las paredes celulares
vegetales. Estos componentes se encuentran en proporciones distintas y
representan entre 95-98 % del tejido maderable (figura 2). Adicionalmente a estos
constituyentes, hay materiales extraibles y sustancias inorganicas que representan
del 2-5 % de la masa vegetal; ello contribuye a las propiedades fisicas como el color,
olor, y resistencia a la degradacion de la materia vegetal (Akash, 2015).

Las plantas verdes, al igual que otros organismos como las algas y algunas
bacterias, pueden realizar fotosintesis, proceso complicado en el que la luz solar
proporciona la energia necesaria para convertir CO2 y H20 en glucosa y oxigeno y
con ello logran sintetizar los carbohidratos necesarios para la obtencion de energia
y el anabolismo. Posteriormente cuantiosas moléculas de glucosa se enlazan
guimicamente en la planta para unirse y formar los polisacaridos que actian como
materiales de soporte; asi se almacena la energia del sol que se usa para sostener

la vida (McMurry, 1994). La energia es atrapada en la materia organica y



almacenada (Hall et al., 1988). Para poder degradar la biomasa vegetal y utilizar
esa energia, se requieren de enzimas como las celulasas, hemicelulasas y
ligninasas para degradar estos compuestos y son conocidas estas enzimas como

lignocelulésicas (Bagewadi et al., 2016).

"OOH
H3CC

O-Ac

0 0 () 0 P-dc 0
C
; [ Ae. ’ L ? )
) O.

OH

"H,0H H,0

Hemicelulosa O OMe

-
OMe (o]
AN e
.\ / Lignina ;"lO OH
/ HO_ OH o HO O+
Hoﬁl)n\o 4\ HO
OMe
G / MeO ; OH OMe
elulosa CH.OM
Ha o o N HO O;
H £—0 L
CH,OH I/ \ o [¢] OMe
1 C C
HO

Figura 2. Estructuras de celulosa, hemicelulosa y lignina: componentes mayoritarios
de la materia vegetal. Modificado de Akash (2015).

La hemicelulosa es un heteropolisacarido, formado por mondmeros
heterogéneos como la xilosa, arabinosa, manosa, galactosa, glucosa y &cido
glucurénico. Es un componente que se encuentra unido a la celulosa por medio de
puentes de hidrégeno y se unen formando una red robusta; también el compuesto
se encuentra unido covalentemente a la lignina y junto con los tres mayores
constituyentes de la materia vegetal se va a formar una estructura altamente
compleja (Shallom y Shoham, 2003).

El xilano es un carbohidrato heterogéneo, y es el mayor constituyente de la
hemicelulosa. También es la segunda fuente de material renovable mas abundante
en la Tierra, después de la celulosa, y por ello tiene multiples aplicaciones en el

sector industrial (Nair et al., 2010). Un punto clave en su utilizacion se debe a su



abundancia y esto ayuda al desarrollo de nuevos métodos que puedan contribuir a
la industria (Kulkarni et al., 1999).

El caso particular que se aborda en el presente trabajo es el estudio y
utilizacion de las xilanasas, enzimas que degradan el xilano. Dentro de los
productores de estas enzimas, los hongos filamentosos juegan un papel importante
en la industria ya que secretan distintos tipos de enzimas que son necesarias para
la hidrélisis de los polimeros, sobre todo celulasas y hemicelulasas que son
necesarias para degradar distintos polisacéaridos (Haltrich et al., 1996). A los hongos
filamentosos se les considera como los organismos mas importantes en los suelos
por intervenir ampliamente en el ciclo del carbono (Haider y Shéaffer, 2009). Las
xilanasas son utilizadas ampliamente para aplicaciones biotecnoldgicas: para
mejorar la digestion en la alimentacion animal, implementar comidas y bebidas en
la reposteria, en la clarificacion de vinos y jugos de frutas, en el blanqueamiento de
la pulpa del papel, en procesos textiles y bioconversibn de materiales
lignocelulésicos en bioetanol y en la remocién de la tinta en el proceso de reciclaje
del papel; estas enzimas exhiben excelentes tiempos de reaccion, reemplazan
quimicos costosos y altas temperaturas (Shah et al., 2006; Nair et al., 2010; Qiu et
al., 2010; Battan et al., 2012; Maity et al., 2012; Juodeikiene et al., 2012; Zhang y
Sang, 2015).

En el caso de la remocioén de tinta en el proceso del reciclaje de papel hay
gue enfatizar que en México en el 2010 se reciclaron 3.2 millones de toneladas de
residuos de carton y el papel (CNICP, 2018). Este proceso requiere de grandes
cantidades de materiales costosos y peligrosos que van a los desperdicios de aguas
causando dafios ambientales severos debido al uso de peroxido de hidrégeno y
algunos compuestos clorados (Bajpai 2008; Lee et al.,, 2013). A pesar de los
compuestos toxicos requeridos para el proceso de remocidn de tinta, en México,
para las empresas fabricantes de papel no existe una regulacion legal que obligue
a presentar un plan de manejo de residuos. Se debe enfatizar que la obtencién del
papel reciclado es una fuente importante de materia prima para la industria y su
utilizacién se incrementa en todo el mundo por lo cual se necesitan estrategias que

no perjudiquen el ambiente debido a la limpieza y remocion de tinta que es uno de



los procesos que tiene mayor peso para su reciclaje (Ibarra et al., 2012; Saxena y
Chauhan, 2017).

1.2 Xilanasas
Las xilanasas son enzimas que degradan azucares complejos de la hemicelulosa,

se encuentran dentro del grupo de las hidrolasas y degradan principalmente xilano
aunque se ha demostrado que varias xilanasas de diversas familias degradan
distintos polisacaridos (Collins et al., 2005). El xilano es uno de los mayores
componentes de la hemicelulosa y abarca hasta el 39% en materia seca de las
plantas terrestres (Prade, 1996). Cuenta con un esqueleto lineal compuesto por
residuos de 8-1,4 xilanopiranosa y presenta una cadena homopolimérica que puede
ser sustituida con diferentes cadenas laterales en varias posiciones (Deesukon et
al., 2011) (figura 3). Las cadenas laterales mas comunes en el xilano son los grupos
acetilo, arabinosa y residuos glucuronosilo, por lo cual se le reconoce como un
heteropolisacéarido (Sunna y Antranikian, 1997).

Al ser una estructura bastante heterogénea, para que en la naturaleza se
lleve a cabo la hidrélisis completa de la estructura del polisacéarido se requiere de
una accion conjunta de diferentes enzimas xilanoliticas (figura 4), que incluyen las
endo-xilanasas, B-xilosidasas (EC 3.2.1.37) y de enzimas accesorias como la a-
arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), acetil-esterasa y a-glucoronidasa; entre todas
ellas la 8-1,4-xilanasa (EC 3.2.1.8) es muy importante ya que cataliza la reaccion de
hidrolisis de cadenas largas de xilano en pequefios polisacéridos (Collins et al.,
2005; Chavez et al., 2006; Qiu et al.,, 2010). ElI B-1,4 xilano se encuentra
principalmente en la pared secundaria de la célula vegetal y es el mayor
componente en células de tejido lefiloso. Se ha demostrado que en plantas
monocotileddéneas este componente se encuentra mayoritariamente en la pared
primaria mientras en plantas dicotiledéneas en la pared principal no esta presente;
generalmente el xilano es el mayor constituyente de hemicelulosa en la madera de
angiospermas mientras que en las gimnospermas es menor el porcentaje (Wong et
al., 1988).

10
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Figura 3. Imagen de dos cadenas recurrentes que presenta el xilano. (a) Cadenas
lineales de xilano de tejido duro vegetal con las cadenas laterales mas comunes.
Con los numeros se describen las posiciones en las que se encuentran las
ramificaciones. A-O-Me-GIcUA: a-O-Metilacido glucurénico Ac: grupo acetilo. (b)
Composicion de xilano de material suave. a-araf: a-arabinofuranésido. Tomado de

Sunna y Antranikian (1997).
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Figura 4. Composicion heterogénea del xilano. Con flechas se sefialan las enzimas
que se necesitan para remover grupos funcionales. pcou: acido p-cumarico, fer:
acido ferdlico. (a) Estructura heterogénea del xilano (b) Hidrélisis de un xilano-
oligosacarido por la enzima p-xilosidasa (EC 3.2.1.37). Editado de Sunna y
Antranikian (1997) y Collins et al., (2005).

1.2.1 Clasificacion de las xilanasas
Las xilanasas se encuentran dentro del grupo de las glicosil hidrolasas; éste es un

amplio conjunto de enzimas que hidrolizan el enlace glicosidico que se da entre dos
0 mas carbohidratos, o entre un carbohidrato y un grupo funcional (aunque este no
sea un carbohidrato); la nomenclatura que se les designa es EC 3.2.1.x, donde el
altimo digito representa la especificidad al sustrato y ocasionalmente su mecanismo
molecular (Lombard et al., 2014).

La gran variedad y complejidad en la estructura del xilano da como resultado
una abundancia en la diversidad de xilanasas. Por ello se intentd una clasificacion
basada en las propiedades fisicoquimicas y se propuso la formacién de dos grupos:
el primer grupo estaba compuesto de xilanasas de bajo peso molecular, menor o
igual a 30 KDa con punto isoeléctrico basico y un segundo grupo que incluia a las
enzimas con mas de 30 KDa y punto isoeléctrico &cido; al surgir muchas
excepciones y no poder ser clasificadas, el 30 % de las xilanasas, sobre todo las

12



fungicas, provoco que el sistema de clasificacion fuera sustituido por un sistema de
clasificacion mas completo que permitio la clasificacién no solo de las xilanasas si
no de todas las glicosidasas; este sistema ha llegado a ser un modelo de
clasificacion (Collins et al., 2005), se basa en comparaciones de la estructura
primaria de los sitios cataliticos y los agrupa en familias con secuencias
relacionadas (Wong et al., 1988; Henrissat et al., 1989).

Para la clasificacion de las xilanasas, se utiliza el analisis de conglomerados
hidrofébicos (HCA por sus siglas en inglés Hidrophobic Cluster Analysis), mediante
el cual se analizan las similitudes de secuencias hidrofébicas y se detectan
similitudes en los plegamientos de las proteinas, aunque la identidad de la
secuencia sea baja (Henrissat et al., 1989). Este método es efectivo para encontrar
dominios homologos incluso si se encuentran distanciados por varios segmentos o
gue posean diferentes tamafios; y sobre todo, es muy especifico para predecir
estructuras secundarias presentes en proteinas globulares (Henrissat y Coutinho,
2001).

Debido a que hay una relacion directa entre las secuencias y los tipos de
plegamiento para agrupar en familias, se puede decir que el sistema para clasificar
las xilanasas por medio del analisis de conglomerados hidrofébicos:

1) Refleja mejor las caracteristicas estructurales de las enzimas que si fuera tan
solo por medio del sustrato que hidrolizan.

2) Ayuda a revelar las relaciones evolutivas entre las glicosidasas

3) Proporciona una herramienta conveniente que provee informacion
mecanicista

4) llustra la dificultad de proponer relaciones entre la pertenencia a la familia y

la especificidad del sustrato (Lombard et al., 2014).

La base de datos CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes, por sus siglas en
inglés), proporciona una lista actualizada de la familia de las glicosidasas, y ya que
en las proteinas existen plegamientos conservados por las secuencias que
comparten, algunas familias pueden clasificarse en clanes solo cuando:

1) Las secuencias estan relacionadas con mas de una familia

13



2) La sensibilidad de los métodos de comparacion de secuencia se incrementa
3) Las determinaciones estructurales demuestran la semejanza entre
miembros de diferentes familias.

Se ha deducido que las familias que se encuentran dentro de un clan
pudieron haber tenido un ancestro evolutivo en comun (Henrissat y Coutinho, 2001,
Lombard et al., 2014; Withers y Williams, 2018).

A su vez, a las xilanasas se les puede asignar el prefijo: exo y endo, que
refieren la habilidad de una glicosidasa para hidrolizar el sustrato; esto puede ocurrir
en los extremos de la cadena (mas frecuente, pero no siempre en el sitio del término
no-reductor) o en sitios intermedios de la cadena de xilano, respectivamente (figura
5); con ello se demarca la nomenclatura para subclasificarlas y con esto describir
los sitios de unién al sustrato en los sitios cataliticos de las glicosil-hidrolasas
(Withers y Williams, 2018).

b)endo-xilanasa c) exo-xilanasa
término
0 0 o reductor
e v D T o — e e B
t—:“l‘_-- 0L < ;\,_/-"H—‘-\-\l_—- o WF-—.? o Q ﬁ-__ G"'r o #\‘\ﬂf_ OR

1

a)exo-xilanasa

Figura 5. Cadena de azUcares donde se sefalan las diferentes enzimas necesarias
para la despolimerizacion del xilano. a) Representacidon simplificada de la reaccién
de las exo-xilanasas sobre una cadena lineal del polisacarido. b) la enzima con
actividad de endo-xilanasa actua en las partes internas de la cadena lineal de
polisacaridos. c) La exo-xilanas en el término reductor actia sobre los extremos
reductores de la cadena lineal de xilano. Modificado de Withers y Williams (2018).

1.2.2 Mecanismos cataliticos de las xilanasas

La hidrolisis del enlace glicosidico que realizan las glicosidasas generalmente es
catalizada por dos residuos de aminoacido de las enzimas que son clave en este
proceso (Withers y Williams, 2018). Es necesario que estos residuos actien como
un donador de proton y un nucleodfilo/base; en la mayoria de las glicosil-hidrolasas
los aminoacidos aspartato y/o glutamato llevan a cabo la catalisis (Ray y Withers,
2000).

14



La hidrolisis puede ocurrir por dos mecanismos identificados como una
retencion o una inversion en la configuracion del carbono anomérico (figura 6)
(Davies y Henrissat, 1995). En ambos mecanismos de reaccion, tanto en retencion
como en inversion, la posicion del residuo que funge como donador del proton es
idéntico y esta dentro de la distancia de enlace de hidrogeno del oxigeno glicosidico
(Davies y Henrissat, 1995). Las enzimas glicosidicas con mecanismos de retencion,
utilizan un residuo como éacido y base (ya sea donando un protén o aceptandolo)
mientras que el otro residuo actia como nucledfilo, todo esto ocurre mediante un
mecanismo en el que se forma un desplazamiento doble y se encuentra de
intermediario una enzima-glicosilada. Por otro lado, las glicosidasas que invierten el
carbono anomérico operan via desplazamiento directo del grupo por medio de agua
y un aminodacido servira como acido general y el otro residuo actuara como base
general. A pesar de las diferencias en ambos casos existe una fase de transicion de
un i6n oxocarbenio que tiene una carga positiva sobre un atomo de oxigeno
(McCarter y Withers, 1994). La distancia entre los aminoacidos de las enzimas que
tienen uno u otro mecanismo varian: en enzimas de inversion estan separados por
aproximadamente 10 A, mientras que en las enzimas de retencion la distancia

aproximada es de 5.5 A (figura 7; Ray y Withers, 2000).
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a) Mecanismo de reaccion en la cual se retiene el carbono anomérico

o] El o) El
m/o.m + HO —» oH 4+ HOR
O 0o

OI'R OH

b) Mecanismo de reaccion en la cual se invierte el carbono anomérico

0 E o
m/o--ﬁ H:0 —» + HOR
[«]
o OH
o [¢]
mm + HZO 4’ m/OH + HOR

0O 1R

Figura 6. Esquema que simplifica los principales mecanismos de catalisis de las
glicosil-hidrolasas. a) Se puede observar la configuracion inicial del carbono
anomeérico B que posee antes de la reaccion de hidrolisis el carbohidrato y después
de la ruptura permanece con la misma configuracion § inicial. Se observa el mismo
caso con un carbohidrato a que al ser hidrolizado mantiene la misma configuracion
anomerica y que después de ser hidrolizado da como resultado un carbohidrato y
un sustituyente o grupo quimico HOR. b) La diferencia con las enzimas de inversion
se puede apreciar en los monosacaridos 8y a donde al final de la hidrélisis el
carbono anomérico cambia a a 'y B al final de la reaccion al final se observa que se
dio una ruptura y se mantiene un extremo terminal. Ambas reacciones son
dependientes de una molécula de agua para su hidrdlisis. La posicion a se le
denomina axial y a la posibilidad 8 ecuatorial que es la forma de designar a ambos
enlaces que se observan en la naturaleza. Editado de Withers y Williams (2018).
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Figura 7. Diagrama de hidrdlisis de polisacéaridos. a) Diagrama de la ruptura del
enlace B por una enzima con mecanismo de inversion del carbono anomérico: se
protona la base por medio de una molécula de agua (presente en el medio) y durante
la fase de transicién el agua forma un enlace covalente con el carbono anomérico
en posicién a el aminoacido que funge como acido hace la ruptura del enlace. Este
tipo de enzimas tiene una longitud de 10 A por la molécula de agua que participa en
la reaccion. Al finalizar la reacciébn se obtiene el monosacarido con distinta
configuracion del carbono anomérico y la cadena de polisacarido; el reactivo
limitante es el agua por lo cual la hidrélisis depende de la presencia de H20. b)
Mecanismo de retencién del carbono anomérico: se forma enlace covalente entre el
nucleofilo y el carbono anomeérico y el -OR se hidroliza con el acido (el cual servira
como base), y pasa a un estado intermediario en el cual la enzima se une al
monosacarido (enzima glicosilada), en posicion a, posteriormente entra agua del
medio la cual protona la base (antes acido) forma un enlace covalente con el
carbono anomeérico en posicion By el enlace se rompe conservando la posicion del
carbono anomérico. La distancia entre ambos aminoécidos es de 5.5 A. Imagen
editada de Davies y Henrissat (1995) y Withers y Williams (2018).
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En la base de datos CAZy (Lombard et al., 2014), con el codigo enzimatico:

EC 3.2.1.8, se encuentran diferentes familias de enzimas con actividad de xilanasas

(tabla 2) donde se describe el mecanismo de catalisis asi como los residuos que

son mediadores de la reaccion. Las diversas familias de glicosidasas difieren en sus

propiedades fisicoquimicas, estructura, mecanismo de reaccion y especificidad al

sustrato, pero cuando se han analizado a las diversas familias, se ha notado que

entre las diversas enzimas de diferentes familias conservan el plegamiento y por

ello las agrupan en clanes que podrian indicar ancestria en comun como es el caso

entre las familias 5 y 10 que se encuentran en un mismo clan GH-A que muestra la

similitud del plegamiento entre las enzimas de estas familias.

Tabla 2. Actividad xilanolitica en diferentes familias de las glisosil-hidrolasas.

Familia de Numero de
glicosidasas miembros
(GH) con
actividad de
xilanasa
5 8
7 1
8 4
10 127
11 173
43 1

Tipo de
plegamiento
de la enzima

(Bla)s

B-Jelly-roll"
(ala)s
(Bla)s

B-Jelly-
rollx
5 laminas

(B-

propeller)™

Clan

GH-A

GH-B
GH-M
GH-A
GH-C

GH-F

Mecanismo
de catalisis

Retencién

Retencion
Inversion
Retencion
Retencion

Inversion

Residuo
general
acido/base

Glutamato

Glutamato
Glutamato
Glutamato
Glutamato

Glutamato

Nucleéfilo/base

general

Glutamato

Glutamato
Aspartato
Glutamato
Glutamato

Aspartato

(*)Jelly-roll es un arreglo de estructura secundaria compuesta por ocho laminas f3

en un arreglo de 2 paquetes de cuatro laminas beta unidas (**) 8 -propeller es una

estructura formada por laminas beta dispuestas alrededor de un eje central. Tomado

de Collins et al., (2005).
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2. Antecedentes

2.1 Investigacion en el laboratorio de quimica de biomacromoléculas en el Instituto
de Quimica, UNAM

El grupo de trabajo encabezado por el Dr. José Eduardo Rodriguez Bustamante
desde el 2013 se enfocd en la busqueda de organismos productores de enzimas
con actividad lignocelulésica en sitios donde el material vegetal se acumula para
identificar enzimas con actividad de glicosidasa y poder crecer a los organismos
productores de enzimas sobre un sustrato lignoceluldsico disponible. La colecta se
realiz6 en el Parque Nacional Insurgente Miguel Hidalgo y Costilla, en el Estado de
México y se tomaron muestras del mantillo ya que es fuente de material vegetal en
descomposicion y donde se encuentran gran cantidad de consorcios microbianos
gue ayudan en la degradacion de los compuestos lignocelulosicos (Rodriguez-
Bustamante et al., 2016).

Posteriormente se aislaron distintos microorganismos, y de entre ellos
destacé un hongo filamentoso del género Penicillium debido a su potencial de
crecimiento en celulosa o hemicelulosa como Unicas fuentes de carbono.

Se implementd el sistema de fermentacion en estado sélido y se usé como
matriz el mantillo, mayoritariamente compuesto de aciculas de pino, debido a que
el hongo se habia encontrado en ese sitio. A su vez se probd con un nuevo sustrato
(bagazo de café) para que pudiera crecer y expresar diversas enzimas mediante el
sistema de fermentacion en estado sélido. Se usoé la cepa del hongo filamentoso
Penicillium chrysogenum para poder tener un comparativo debido a que es una cepa
comercial bastante estudiada y con ello poder determinar los resultados de las

pruebas.

2.2 Género Penicillium
Penicillium es un género de hongos microscopicos muy diverso en el planeta,

cosmopolita, porgue se encuentra en una gran variedad de habitats que van desde
regiones articas, en bosques tropicales o subtropicales, suelos con contenido
vegetal, en el aire, en interiores o0 en productos alimenticios (Visagie et al., 2014).

Cumple sus funciones mas importantes en la naturaleza degradando el material
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organico, y gracias a sus capacidades degradativas ha sido estudiado para la
produccion de nuevas enzimas (Zhang et al., 2014).

El género se encuentra dentro de los hongos verdaderos y se considera parte
del grupo de los ascomicetos. Una de sus caracteristicas mas importantes es la
formacion de conidios (esporas asexuales) y que carece de su ciclo sexual, o es
muy raro encontrarlo en la naturaleza, o no es conocido, por lo cual se les puede
llamar hongos mitosporicos en referencia a las esporas que se producen por
divisiones nucleares mitoticas formadas por hifas aéreas especializadas, o
conidioforos que crecen siempre por encima del sustrato (Carlile et al., 2001). Se
pueden distinguir distintas morfologias claras dentro del género que son
identificables por medio de los conidi6foros que se presentan como en hifas aéreas
(figura 8; Carlile et al., 2001). Estas estructuras producen abundantes conidios de 4
a 40 um, los cuales son dispersados por el viento, lluvia o los propios animales
(Deacon, 2006).
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Figura 8. Patrones de ramificacion de los conidi6éforos observados en el género
Penicillium. A. Conidiéforos con fidlides solitarias. B. Morfologia de un hongo
Penicillium monoverticilado, un solo verticilo. C. Divaricado, tiene longitudes
desiguales en las ramificaciones. D, E. Morfologia biverticilada en los que se
diferencian dos verticilos principales. F. Penicillium con morfologia triverticilada con
tres verticilos. G. Penicillum tetraverticilado con cuatro verticilos. Editado de Visagie
et al. 2014.

20




La gran mayoria de los hongos filamentosos son saprétrofos y cumplen roles
importantes en el reciclaje de los nutrientes; son explotados comercialmente por el
gran uso de sus metabolitos: antibiéticos, inmunosupresores, acidos organicos, etc.,
asi como también importantes hidrolasas extracelulares como pectinasas, lipasas,
proteasas, celulasas y xilanasas (Chéavez et al., 2006).

Existen distintas especies del género Penicillium que se han utilizado para la
caracterizacion y produccién de enzimas a nivel industrial debido a la gran liberacion
extracelular de xilanasas y enzimas necesarias para la despolimerizacion del xilano.
Estos hongos se han encontrado en diferentes tipos de vegetacion con diferentes
climas y por ello se ha demostrado la gran variedad de enzimas degradadoras en
las diferentes especies dentro del género ya que poseen caracteristicas propias y
que exhiben diferentes actividades sobre diferentes estructuras de xilano (Li et al.,
2000; Medeiros et al., 2003). Es tan amplio y omnipresente el grupo que incluso se
han descrito xilanasas extremdfilas, las cuales pueden catalizar sustrato en
ambientes articos o en ambientes alcalinos o acidos (Kulkarni et al., 1999; Collins
et al., 2005; Nair et al., 2010). Se debe entender que cada organismo puede producir
diferentes enzimas xilanasas para tener una eficiencia en la despolimerizacion
(Maheshwari, 2005). Esta multiplicidad en las enzimas podria deberse a diferentes
procesos, como por ejemplo se han demostrado casos de modificaciones post-
traduccionales en la que se generan las iso-enzimas, que son variantes de la enzima
qgue catalizan la misma reaccion pero difiere en su carga neta, debido a las
diferencias en la composicion de aminoacidos; también se han encontrado copias
de los genes que codifican para la enzima en genes policistronicos como no-
policistronicos dentro del genoma y son el resultado de la redundancia genética,
gracias a ello se expresan diferentes enzimas con diferentes caracteristicas (Collins
et al., 2005).

El hongo Penicillium sp. LM-3 fue aislado del material vegetal que conforma
el mantillo en el suelo, la mayoria del material lignoceluldsico estaba conformado
por aciculas de pino identificado como Pinus pseudostrobus. Posteriormente se
intentd crecer en aciculas de pino para utilizarlas como fuente de carbono y poder

obtener enzimas extracelulares importantes en la degradacion de polimeros de
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azucares que intervienen en procesos industriales. Pero el sustrato necesitaba de
distintos procesos mecanicos y quimicos para usarlo en el sistema de fermentacion

en estado solido.

2.3 Sistema de fermentacion en estado solido
La fermentacion en estado sélido es definida como el proceso en el cual los

microorganismos crecen en materiales solidos, sin la presencia de liquido libre y
solo esta presente la humedad necesaria para su crecimiento. Esta humedad se
encuentra adsorbida en el material s6lido que es el soporte o sustrato en el que
crecen los microorganismos (Krishna, 2005). ComUnmente los sustratos que se
utilizan para el sistema de fermentacion en estado sélido son productos naturales
provenientes de la agricultura, llamados productos o subproductos agroindustriales
de desecho, estos sirven como fuente de carbono para procesos que pueden ser
utilizados en la produccion de compuestos de valor agregado o pueden ser un
producto util, después de la fermentacion (Singh nee’ Nigam y Pandey, 2009).

Los residuos de actividades agro-industriales son adecuados para utilizarse
en este proceso ya que estan disponibles en grandes cantidades y y son faciles de
procesar (Pandey, 2003). El sistema de fermentacion en estado sélido (por sus
siglas en inglés SSF: Solid State Fermentation) ha ido ganando la atencion en
nuevos estudios debido a la posibilidad de usar desechos agro-industriales
abundantes y baratos como sustratos. Se muestra como una técnica biotecnolégica
ideal en distintos sectores industriales ya que puede reducir considerablemente la
inversién capital y el costo total del producto, puesto que se trabaja con deshechos
y se incrementan las ganancias (Krishna, 2005).

Algunos de los beneficios que aporta el SSF para el crecimiento de
microorganismos en este sistema estan ligados a la cantidad de agua que puedan
absorber en la matriz (soporte), esto dependera del tipo de sustrato que se utilice y
también del tamafio de poro en la matriz sélida, y asi, si existe una matriz capaz de
almacenar agua y con una mayor area de contacto entre la matriz y el aire (buena
aireacion) se tendra un buen sistema para la fermentacion en estado soélido

(Krishna, 2005). Estos procesos de fermentacion se han utilizado con beneficio para
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el hombre (pan, queso, vino, Koji, etc.) y mediante el conocimiento de éstos ha dado
un énfasis a la optimizacion de bioprocesos. Entre ellos se pueden citar distintos
procesos como la bio-remediacion y bio-degradacién de materiales peligrosos, la
biodesintoxicacion de deshechos agroindustriales, la biotransformacion de grandes
cantidades de residuos vegetales para poder extraer nutrientes y poder suplir a gran
escala: metabolitos secundarios como antibidticos, alcaloides, enzimas, acido
citrico, acido lactico, acido oxalico acido fumarico, acido gélico, biopesticidas,
biosurfactantes, biofarmacéuticos, biocombustibles y compuestos aromaticos
(Krishna, 2005).

En todas las aplicaciones, el primer requisito es la hidrdlisis del material
lignocelulésico en azucares fermentables, con esto comienza la modificacion en la
estructura de los azlucares que se producen cuando el organismo secreta los
complejos enzimaticos como las hemicelulasas, pectinasas y ligninasas Estas
enzimas se acumulan en el sistema de fermentacion en estado sélido y por ello es
posible su aislamiento (figura 9) (Singh nee’ Nigam y Pandey, 2009). La humedad
juega un papel importante, ya que conforme menor sea, la difusion de nutrientes
disminuir4, asi como el crecimiento microbiano, mientras que la estabilidad
enzimatica solo se dard en ciertas regiones; por otro lado, altas cantidades de
humedad conduciran a la aglomeracion de las particulas del sustrato, limitacion en
el intercambio de gases y mayor competencia bacteriana; en general se controlan
valores de humedad en el sustrato entre el 30 y 85% (Krishna, 2005).

Las mayores dificultades del sistema de fermentacién en estado sélido son:
problemas con la agitacion dentro del sustrato; una distribucion heterogénea
fisiol6gica, fisica y quimica del ambiente en la cama de sustrato; dificultad en el
control de la fermentacién principalmente en el control de la temperatura; control de
la humedad y control de la aireacion; a su vez es dificil medir la tasa de crecimiento
microbiano o la relacion que pueda existir entre algunos parametros fermentativos
y también existen muy pocos microorganismos conocidos que puedan crecer con
bajas cantidades de agua; el sistema por ello, debe tener un buen sustrato, donde

creceran los organismos, que posea caracteristicas que permitan el crecimiento en

23



el fermentador para que exista el intercambio gaseoso necesario y se pueda

recuperar el producto al final de proceso (Krishna, 2005).
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Figura 9. Representacion del crecimiento de un hongo mitospdérico sobre un sistema
de fermentacion en estado solido. La hifa es la estructura de crecimiento en el
sustrato, liberando enzimas al medio para degradar el material lignoceluldsico
(lignina, hemicelulosa y celulosa), y por medio de las hifas aéreas y mitoesporas
podr& colonizar nuevos sustratos. Editado de Scragg (2004).

Entre diversos organismos, los hongos filamentosos son ideales para la
aplicacion de la fermentacion en sustrato solido debido a que estan mejor adaptados
debido al tipo modular de crecimiento de la hifa, la buen tolerancia a la escases de
agua (Aw) Yy la alta presion osmotica que soportan; todo eso les confiere mayores
ventajas sobre los organismos unicelulares en la colonizacion de sustratos solidos
y la utilizacion de nutrientes disponibles por su eficiencia en la producciéon de

enzimas y antibidticos (figura 10; Krishna, 2005).
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Figura 10. Diferencia de crecimiento entre levaduras y organismos hifales. (a) Se
ven las amplias diferencias en el crecimiento por hifay el crecimiento de la levadura
lo cual se ve evidenciado en la zona de erosion, donde la hifa va penetrando gracias
a la secrecion enzimética. (b) La secrecion enzimética se da en la punta de la hifa
para su avance por el sustrato mientras se van tomando los nutrientes de la
descomposicion de azucares, hay una liberacion paulatina de antibidticos para
competir por las moléculas mas simples de carbono. Editado de Deacon, 2006.

El crecimiento del hongo desde la inoculacion hasta que ocupa
completamente el sustrato dentro del biorreactor va cambiando gradualmente en
funcién del tiempo; si se pudiera graficar, se observaria una curva tipica con
diversas fases que experimenta un organismo en un cultivo que se encuentre en un
sistema cerrado, como en un matraz (figura 11). En dicho sistema se encuentran
todos los nutrientes necesarios, pero al inocular al organismo comienza con un
crecimiento mermado, que se le denomina fase lag porque se tiene que adecuar y
posteriormente colonizar el sustrato, después que se ha habituado al medio puede
alcanzar una fase exponencial. En hongos filamentosos, debido al crecimiento
miceliar es dificil mantener el crecimiento exponencial debido a que la hifa no se
encuentra dispersa liboremente por el medio, pero se ha demostrado que un medio
adecuado le permite lograr una fase similar de expansion en el medio.

Posteriormente la fase de desaceleracion se da al momento en que los nutrientes
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se agotan y de ahi vendra una fase que permanecera estacionaria, en la cual habra

una méxima esporulacion (Deacon, 2006).
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Figura 11. Imagen tipica de un curva de crecimiento en un medio aislado (con
nutrientes y espacio finito).a: la fase lag donde reconoce el medio y se sintetizan
enzimas. b: fase exponencial o logaritmica. c: fase de desaceleracion, d: fase
estacionaria y e: fase de autdlisis. EI modelo representa el crecimiento de una
levadura en medio liquido. Los hongos filamentosos con crecimiento miceliar
también pueden crecer exponencialmente debido a su ciclo de duplicacién celular.
Tomado de Deacon, 2006.

2.4 El sustrato de los residuos de café
El café es de los principales productos agricolas en el mundo y sus desechos

representan una gran cantidad de residuos agroindustriales y contienen cafeina,
taninos y polifenoles, los cuales producen gran una cantidad de compuestos y por
ello, problemas en el ambiente (Padmapriya et al., 2013). Estos compuestos
presentan una naturaleza toxica y manejo inadecuado ha llevado a un problema de

contaminacion ambiental; por ello es importante el estudio de estos residuos en
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procesos como el sistema de fermentacion en estado soélido para la utilizacion de
estos recursos y generar aplicaciones utiles (Pandey et al., 2000).

El café posee mas de 1500 sustancias de las cuales 850 son volatiles y 700
son hidrosolubles, y después de que la cafeina ha sido extraida con agua caliente
la mayoria de los compuestos hidrofébicos como aceites, lipidos, triglicéridos, y
acidos grasos, permanecen en el sélido, al igual que carbohidratos insolubles como
la celulosa, hemicelulosa, lignina y compuestos fenolicos (Padmapriya et al., 2013).

En el periodo de 2015-2016 el consumo de café en todo el mundo fue de 148
millones de costales de 60kg y una produccion de 151.3 millones a nivel mundial
(costales de 60kg), cifras reportadas por la ICO, International Coffee Organization
2018 (tabla 3).

Los desechos agroindustriales que se generan por la produccion de café y
su consumo son muy grandes. Se ha reportado que todos los desechos que se
producen desde el procesamiento hasta su consumo son de mas de 2 millones de
toneladas generadas anualmente a nivel mundial y sus compuestos téxicos no son
reutilizados (Leifa et al., 2001). Los dafios generados por este tipo de productos son
mayores en los alrededores de cuerpos de agua donde se desechan debido a la
alta concentracion de los contaminantes (Padmapriya et al., 2013) o son producto
de lixiviados que interactian con los desechos organicos del café. Se han
presentado muchas iniciativas a partir de nuevos sustratos como los desechos de
café para producir nuevos productos de valor agregado y poder reducir la liberacién

de contaminantes al ambiente.
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Tabla 1 Produccion y consumo en los principales paises exportadores de café en el

mundo.
Produccion (millones  Consumo (millones de

Pais de costales de 60kg) costales de 60kg)
Brasil® 55 20
Colombia! 14 1.6
Indonesia® 11 4.5

India? 5 2.2

Etiopia2 3.7 3.7

México? 3 2.3

Datos obtenidos de en el periodo 2015-2016 de: International Coffee Organization
2018.

! Coffea arabica

2 Coffea robusta

La composicion del café obtenida por Pandey et al., (2000) en café sin
extraccion indica que por porcentaje de materia seca en carbohidratos es 57.8 %,
proteinas 9.2 %, grasas 2 %, cafeina 1.3 %, taninos 4.5 % y pectinas 12.4 %. La
composicion quimica del bagazo de café utilizado en este trabajo se muestra en la
tabla 2.

Tabla 2 Composicién quimica del bagazo de café

Componente* Mezcla de café (%)
Celulosa 12.9
Xilano 33.9
Lignina 45.2
Extraibles -
Contenido mineral 2.8

(*)Cuantificacion realizada por extraccion con detergentes (Rodriguez- Bustamante,

sin publicar).
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3. Justificacion
Las enzimas extracelulares de los hongos filamentosos son de gran importancia

porque son biomoléculas que degradan el material vegetal y lo transforman en
productos con potencial biotecnolégico. Debido a la existencia de problemas de
contaminacion con productos agroindustriales y problemas con la disposicion de los
materiales, sumado a los tratamientos costosos de los desechos y una necesidad
creciente para salvaguardar los recursos sustentables, se ha reconocido la
necesidad de desarrollar procesos biotecnolégicos para utilizacién y fermentacion
de estos desechos para generar productos Utiles con valor agregado (Chapla et al.,
2010). Es esencialmente ecologico convertir biomasa contaminante de facil acceso
para producir compuestos de valor agregado por medio de estrategias
biotecnolégicas (Deesukon et al., 2011). Asi mismo, la demanda de enzimas
industriales particularmente de origen microbiano se ha incrementado para suplir
nuevas aplicaciones en una amplia variedad de procesos (Chapla et al., 2010).

El hongo Penicillium sp. LM-3 sintetiza una amplia variedad de enzimas entre
las que destacan las xilanasas por su importancia en el sector industrial como
catalizadores especificos, y por ello nos interesa hacer su caracterizacion
bioquimica y molecular de estas enzimas.

Un factor importante para obtener cantidades elevadas en la produccion de
xilanasas es seleccionar un sustrato, para el crecimiento, apropiado para promover
la induccion y asi optimizar la purificacion de la enzima (Haltrich et al., 1996). Los
esfuerzos para reducir costos de los sustratos necesarios para el crecimiento de
organismos han sido direccionados a incrementar la produccion enziméatica para
desarrollar mejores cepas microbianas que sean eficientes en procesos de
fermentacion y sistemas de reciclado. Puesto que el xilano es el tercer mayor
compuesto de todo el carbono organico renovable en la Tierra (Prade, 1996) es
importante desarrollar tecnologias de bajo costo utilizando sustratos renovables.
Una metodologia que actualmente se utiliza con desechos y que se ha comprobado
gue es redituable en cuanto a sus bajos costos, disponibilidad y variedad de
sustratos es el sistema de fermentacion en estado solido el cual permite crecer a
los microorganismos en sustratos humedos sin la presencia de agua libre (Xu et al.,
2005). Esta técnica permite la utilizacion de materiales organicos (principalmente
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biomasa vegetal) que son contaminantes principales en los sodlidos urbanos
(SEMARNAT, 2008); uno de estos son los desechos del café de los cuales se
generan muchas toneladas de residuos. Estos residuos pueden ser utilizados por el
sistema de fermentacién en estado solido utilizando un hongo de importancia
ecologica que pueda degradar los compuestos lignocelulésicos como lo es el

Penicillium sp. LM3 (Rodriguez-Bustamante et al., 2015).

4. Hipotesis
El bagazo de café, debido a su contenido de compuestos lignocelulésicos, usado

como sustrato para el sistema de fermentacion en estado sélido sera una buena
alternativa para el cultivo de hongos filamentosos, particularmente Penicillium sp.
LM-3 y permitira la obtencién de xilanasas que pueden ser empleadas en procesos

biotecnoldgicos como la remocion de tinta del papel.

5. Objetivos

5.1 Objetivos generales
¢ Obtencion de diferentes enzimas del hongo Penicillium sp. LM3 con la técnica

de fermentacion en estado sélido, usando como matriz los residuos de café.
e Determinar los alcances biotecnolégicos para la remocién de tinta en el papel

con estas enzimas.

5.2 Objetivos particulares

a) Purificar parcialmente por técnicas cromatograficas clasicas las enzimas
xilanoliticas del hongo filamentoso Penicillium sp. LM3 crecido en residuos
de cafe.

b) Caracterizar parcialmente mediante diferentes técnicas cromatograficas las
enzimas xilanoliticas de hongo filamentoso Penicillium sp. LM-3 crecido en

residuos de café.
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c) Comparar el crecimiento de Penicillium sp. LM-3 con un hongo comercial

conocido Penicillium chrysogenum en residuos de café.

d) Cuantificar la actividad de las xilanasas y celulasas por gramo de materia

seca en las muestras obtenidas.

e) Determinar la eficiencia de las enzimas extracelulares del hongo utilizandolas

para tratar la pulpa de papel para blanquearla y la remocién de la tinta en

hojas recicladas.

6. Métodos y materiales

6.1 Material y equipo

Solucién de Tween 80 al

Soluciones
0.01% viv
Medio SNM sdlido (Standard
Nutrient Medium)
Amortiguador (acetato 100
mmol L-1 a pH 5.0 con 20
mmol L-1 cloruro de calcio)
DNS Acido Dinitril-salicilico
al1 %
Rojo congo 1% p/v

Equipo Ultracongelador

Incubadora para cultivos

Matraces Erlenmeyer de
250 mL

Camara de Neubauer
(/mproved) profundidad 0.1

mm
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Membrana millipore®
hidrofilica de 0.45um
(HVLP)

Membrana millipore®
hidrofilica 10 kDa

Membrana millipore®
hidrofilica 30 kDa

Impresora laser HP 1020

Membranas de dialisis
millipore® de 500 Da de

exclusion

Papel filtro

Filtro de ceramica

Sustratos

Bagazo de café (Coatepec,

Veracruz)

Carboximetilcelulosa CMC
Sigma-Aldrich®

Xilano de abedul CMC
Sigma-Aldrich®

Microorganismos

Penicillium sp. LM-3
(laboratorio de quimica de
biomacromoléculas en el
Instituto de Quimica, UNAM)

Penicillium chrysogenum (cepa

comercial)
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6.2 Medio SNM
Se preparé medio SNM solido (Standard Nutrient Medium) el cual ha sido reportado

para el cultivo de hongos (Zorn et al., 2003; tabla 5) y se le ajusto el pH a 5.0 con
NaOH 1N para sembrar esporas del hongo Penicillium sp. LM3 que se habian
aislado previamente del mantillo del Parque Nacional Insurgente Miguel Hidalgo y
Costilla, conocido como La Marquesa en el Estado de México, trabajo previo de

Rodriguez-Bustamante et al., 2016.

Tabla 3 Medio sélido* SNM

Elementos traza

30g/L
4.5g/L Compuesto Cantidad
0.5g/L ZnSO0q 0.09g/L
3g/L MnSO4 0.03g/L
CuSOa4 0.005gL
100mL/L

Titriplex Il / EDTA 0.4g/L

(*)Para poder realizar el cultivo sélido se le adicioné agar 15g/L

Se utilizaron como biorreactores 6 matraces Erlenmeyer de 250 mL, cada
uno con 50 mL de medio sélido. Se emplearon tapones de algodén en los

biorreactores para un buen intercambio de gases y evitar la contaminacion.

6.3 Obtencion y conteo de esporas
Se sembraron 20 L de solucién de esporas aisladas previamente en matraces con

capacidad de 50 mL conteniendo 20 mL de medio SNM solido. Se dejo crecer al
hongo por 96 horas a una temperatura de 29°C. Al término de este tiempo los
conidios liberaron las esporas que se recuperaron con 10 mL de Tween 80 al 0.01%
v/v y un agitador magnético, todo bajo condiciones de esterilidad. Posteriormente

se determind la concentracion de los conidios (recuento celular) usando una camara
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de Neubauer para estimar el nUmero de esporas por volumen de la suspension,

mediante la férmula:

particulas contadas en los cuadrantes

rticu ruL =
partic las por it superficie (mm2)xprofundidadde la cimara (mm)*D

Las particulas contadas son el nimero de esporas que se contaron en total
mientras que la superficie contada seran los cuadros graduados que se tomaron en
cuenta la profundidad de la cAmara que en este caso fue de 0.1mm y D es el factor

de dilucién (Arredondo-Vega y Voltolina, 2007).

6.4 Preparacion de biorreactores con bagazo de café
Se pesaron y se esterilizaron 20 g de bagazo de café previamente secado al sol, en

matraces Erlenmeyer de 250 mL (figura 12) conformando asi el sistema de
fermentacion en estado sélido (SSF).

Para realizar una medicion de las enzimas con actividad de xilanasa o
celulasa se realizo una curva de crecimiento mediante el monitoreo de las enzimas
a través de distintos tiempos, por lo cual utilizaron 6 réplicas para cada organismo:
P. chrysogenum y P. sp. LM-3. Se agreg6 a cada sistema de fermentaciéon 1x10°
esporas por gramo de materia seca y 20 mL de medio SNM y 10 mL de agua
destilada estéril. Los matraces se colocaron a temperatura constante de 29° C
utilizando una incubadora sin agitacion por 8 dias y se tomaron diferente tiempos 0,
2,4, 6,8y 10, los dias de crecimiento en los cuales eran retirados y puestos en el
ultracongelador para que no siguiera ocurriendo ninguna reaccion hasta que se
realizara la extraccidn. Con esto se realiz6 la comparaciéon de las enzimas
secretadas a través del tiempo entre los dos microorganismos P. sp. LM-3 Y P.
chrysogenum.

La obtencién de enzimas se realizé a partir de 50 mL de agua bidestilada que
se introdujo al medio y se agitd con la ayuda de una espatula toda la muestra de
esta forma el agua pudo permear completamente el sustrato y asi poder separar las
enzimas y tenerlas en suspension. Después con ayuda de un filtro buchner y papel
filtro cualitativo se separ0 la muestra y posteriormente se usdé una membrana
millipore® de 0.45 pum para eliminar esporas que pudieran estar presentes en la

solucién obtenida.
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Tapén de
algodon

Desechos de
café

Figura 12. Biorreactores utilizados para la produccion de diferentes enzimas y
metabolitos secundarios que quedaran inmersos en la matriz (bagazo de café) al
terminar la fermentacion. El tapdn de algodon es til para que pueda oxigenarse el
sustrato dentro del reactor y servir de barrera contra otros microorganismos. La
matriz contiene humedad al 60 % para que el hongo pueda crecer de los azucares
que pueda degradar, y liberar enzimas necesarias para la obtencion de energia del
sustrato. Sistema SSF.

Con el filtrado total se realizaron pruebas de actividad de xilanasa y celulasa.
En la primera prueba se llevé a cabo con CMC (carboxi-metil-celulosa) y xilano de

abedul ambas de marca Sigma, como se describe en la siguiente seccion.

6.5 Prueba de azucares reductores Konig et al., (2002)
Es una determinacion de azucares reductores, basada en la reportada por Miller en

1959, pero ajustada para que sea un ensayo uniforme y asi disminuir la desviacion
estandar en los resultados. Cada experimento se realizo por duplicado y se generd
un promedio.

Se preparo el ensayo en tubos de polipropileno conicos de 15 mL. El tubo
experimental se prepard con 500 pL de sustrato a probar (celulosa o xilano), 400 pL
de amortiguador de acetatos y 100 pL del filtrado enzimatico. La mezcla se agité y

se incubd a 50° C por 15 minutos, al término se agregé 1mL de DNSA Acido Dinitril-
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salicilico al 1 % que es la solucion para detener la reaccion. A su vez el tubo control
se prepardé con 500 pL de sustrato a probar (celulosa o xilano), 400 pL de
amortiguador de acetatos y se incub6 a 50° C por 15 minutos y al término se agregoé
1 mL de DNSA y posteriormente los 100 pL de la enzima para que los dos tubos
estuvieran en igualdad de condiciones pero la diferencia contrastaba la reaccion
enzimatica de xilanasa o celulasa que se daba en los tubos experimentales. Las
muestras con sus respectivos tubos control se agitaban por medio del vértex y se
colocaban en agua en ebullicion y alcanzar temperaturas arriba de los 80° C para
gue el DNSA pudiera interaccionar con los azucares reductores. Posteriormente los
tubos se enfriaron con hielo (si la temperatura es alta, los valores varian). A los
tubos (experimentales y control) se le adicionaba 7 mL de agua destilada para diluir
y no tener valores altos de absorbancia de absorbancia ya que son poco confiables
y se determinaron entre 0.1 y 1 de absorbancia. Cada determinacion se realiz6 por
duplicado con su respectivo control y con los datos obtenidos evaluar el promedio y
la desviacion estandar. Cada muestra era leida por medio de una celda de cuarzo
en el espectrofotometro y se usé una longitud de onda (A) a 540 nm. La férmula que

se utilizé para obtener la actividad especifica (IU) por gramos de materia seca (gms),

] _ AOD540 *D*V
mxWxt

fue obtenida de Konig et al., (2002): [IUg™?

Doénde D es el factor de dilucion, W es el peso en gramos del bagazo que se
us6 en cada matraz (biorreactor) y con estose determiné la actividad especifica por
gramos de materia seca usados en cada sistema de fermentacion (20g), V es el
volumen de agua que se adicion6 para la extraccién (50mL), m es la pendiente de
la curva de la curva estandar (ver anexo 1), t es el tiempo de incubacion y AODg,,

es la diferencia de la absorbancia a 540nm entre el blanco y la muestra.

6.6 Precipitaciéon por sulfato de amonio (NH4)2 SO4
Del filtrado total, se conservaron 10 mL para futuros analisis y el volumen restante

fue tratado para separar diversas proteinas por la técnica de precipitacion por sulfato
de amonio (Dawson et al.,, 1979), bajo 3 diferentes concentraciones de sal. La
primera se utilizé a un 30 % de saturacion y las siguientes fueron de 60 y 100 % de

saturacion, respectivamente. Se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm a 4° C por
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40 minutos, y con esto se obtuvo el precipitado de las fracciones que fueron
resuspendidas en agua destilada. Posteriormente las muestras fueron desaladas
usando membranas de dialisis de 500 Da, y se realizaron varios cambios de agua
destilada para que removiera la concentracion de sales, y asi fueron obtenidos los
diferentes lotes de proteinas con diferentes grados de hidrofobicidad. Se realizé la
prueba de actividad en cada muestra para probar la actividad de xilanasa y celulasa,
para continuar con el proceso de purificacion siguiendo la reaccién de hidrdlisis.

6.7 Crecimiento del hongo P. sp. LM-3 sin medio SNM
Se realizé la prueba de azlcares reductores para monitorear la expresion de

xilanasas a través del tiempo, se us6 Unicamente al organismo aislado P. sp. LM-3
con una concentracion de esporas de 1x10° por gramo de materia seca y se
adicionaba 30 mL de agua destilada y estéril, no se us6 medio de cultivo, presentaba
una humedad de 60% con ello el hongo filamentoso creceria con un minimo de agua
evitando posibles crecimientos bacterianos (Deacon, 2006). Se analizaron dos
réplicas para cada tiempo: 0, 2, 5, 7, 9y 13 los dias de exposicion del hongo en el
bagazo de café con el hongo. Cada tiempo eran sacados 2 matraces y eran puestos
en el ultracongelador; posteriormente con 50 mL de agua bidestilada y papel filtro
se realizaba la filtracion y posteriormente con membrana milipore® de 45 pm.
Durante los procesos de purificacién, se determinaron las proteinas
presentes en los biorreactores utilizando geles desnaturalizantes de poliacrilamida
a diferentes concentraciones (10 y 12%), de acuerdo al protocolo de Walter (2002).
A un volumen de 30mL se filtré6 por membranas Millipore® hidrofilicas de 10
KDay de 30 KDa para obtener un corte de la fraccion de las enzimas y determinar

el peso molecular de la fraccion con actividad de xilanasa.

6.8 Curva patron para la determinacion de azucares reductores
Se realiz0 la curva patron con concentraciones de azucares conocidos entre 0.1

mg/mL a 1 mg/mL. Se adicioné 1 mL de DNSA para la cuantificacion de los azUcares
reductores por medio de la absorbancia a una longitud de onda (A) de 540 nm. Cada
punto se analiz6 por duplicado y se grafic6 el promedio. Las muestras con

concentraciones de azuicares conocidos fueron tratadas con el mismo método de
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azucares reductores tratado en el 6.5 y fue determinada su absorbancia a 540 nm.

ANnexos.

6.9 Zimogramas de xilanasas
Los zimogramas realizados para la identificacion en gel de las proteinas con

actividad xilanolitica fueron SDS-PAGE (Walter, 2002) semi desnaturalizante al 7.5
% de acrilamida preparados con xilano al 0.2 %, con amortiguador de carga sin SDS
ni B-mercaptoetanol (Laemmli, 1970). El amortiguador de corrida se uso con SDS
al 0.05 %. Al terminar el proceso de electroforesis el gel fue lavado por 30 minutos
en un amortiguador de acetato de sodio 50 mM y 25 % de isopropanol.
Posteriormente el gel fue inmerso por dos ocasiones en un amortiguador de acetato
de sodio 50 mM la primera durante 15 minutos y 30 minutos en la segunda ocasién
para que las enzimas recobraran su actividad. Se incubaron las muestras por 15
minutos a 55° C. Para realizar la tincién negativa se utilizé una solucion al 0.1 % de
rojo congo permeando el gel durante 30 minutos. Posteriormente se enjuagd con
agua destilada y se destifié con una solucién de NaCl (1 M) a temperatura ambiente
hasta que el exceso de colorante fuese removido. Para finalizar se vir6 el color rojo
a azul con una solucién 5 % con acido acético (Lee et al., 1993; Tovar-Herrera,
2013).

6.10 Prueba de remocion de tinta de impresora laser con xilanasas
En matraces Erlenmeyer de 250 mL se adicionaron muestras del filtrado total

después de crecer durante 7, 9 y 13 dias de crecimiento en el sistema de
fermentacion en estado solido y se agregaron 25 recuadros de 1 cm? x 1 cm? todos
con color negro uniforme por un solo lado de la hoja, impresos con impresora laser.
Posteriormente se agregé amortiguador de acetatos 20 mL y 5 mL de extracto con
actividad enzimatica y se dejaron los cuadros de papel en agitacion constnte por 60
minutos. Los resultados fueron analizados cualitativamente en funcion a la remocion

de tinta en el papel.
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7. Resultados
Se analizo el crecimiento en el bagazo de café de los dos organismos utilizados:

Penicillium chrysogenum y Penicillium sp. LM-3. El crecimiento se monitored
mediante el método de determinacién de azlcares reductores para estimar el
aumento de enzimas presentes. La prueba durd 10 dias y todos los biorreactores
fueron inoculados con 1x10° esporas por gramo de materia seca (gms) y en
diferentes tiempos se determiné la presencia de enzimas con actividad glicolitica.
Se usaron los polimeros xilano y celulosa. En la determinacién de enzimas con
actividad de celulasa (figura 13) se observa que no hay expresion significativa en la
actividad de celulasa por los valores pequefios de actividad especifica y la
desviacion estandar es muy amplia. En ninguno de los microorganismos se detect6
la expresion de celulasas. Esto indica que el sustrato de bagazo de café no es un
buen inductor de la produccion de celulosas cuyo valor maximo fue de 0.144

IU/gramo de materia de seca (20 gms de bagazo de café).
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0.15
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0
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DIAS
g p sp. LM-3 P. chrysogenum

Figura 13. Prueba de actividad de celulasa con la técnica de azucares reductores.
No hubo actividad significativa en la prueba

En la prueba de actividad que se realizo para determinar xilanasas (figura 14) se
puede observar un aumento de las enzimas a lo largo de la exposicion del hongo al

sustrato del bagazo. P. sp. LM-3 durante los primeros 8 dias sintetiz6 una mayor
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cantidad de enzimas con actividad xilanolitica pero posteriormente el organismo P.
chrysogenum obtuvo una mayor expresion de xilanasas. El valor maximo que
obtuvo se obtuvo fue de P. chrysogenum fue de 12.653 IU/gms mientras que para
P. sp. LM-3 lleg6 a un maximo de 10.44 IU/gms. Para la realizacion de estas pruebas

se afladié medio liquido SNM.
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Figura 14. Prueba de actividad de xilanasa por medio de la técnica de azucares
reductores.

Se tomaron fotografias con el microscopio estereoscépico a los 8 dias haber
sido inoculado y el hongo filamentoso P. sp. LM-3 colonizd por completo el sustrato
de café y se pueden apreciar las hifas aéreas con las cuales dispersan los conidios
(figura 15). El sustrato se encuentra compacto debido a que las hifas al crecer
apelmazan el bagazo. Se utilizé6 medio SNM para que los dos microorganismos que
crecieron en el sistema de fermentacion en estado soélido tuvieran los nutrientes

necesarios para crecer y secretar enzimas.
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- TRy I

Figura 15 Fotografias tomadas con microscopio estereoscopico, al bagazo de café
colonizado por el hongo P. sp. LM-3. Se puede observar el micelio y las estructuras
aéreas. El café se observa muy apelmazado por las ramificaciones de las hifas
dentro del sustrato como si fueran raices que compactan la matriz.
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En la figura 16 se observa como con mayor detalle una fotografia realizada
con microscopio optico de un corte del sistema de fermentacion, donde se observa
el sustrato de bagazo de café y también se observan hifas aéreas (conidioforos) que
son las estructuras encargadas de generar y dispersar los conidios, en este punto

se encuentra la esporulacion maxima y aun presentan estas estructuras algunos

‘ Estructuras

aéreas

conidios.

Hifas

Sustrato

(Desechos de café)

Figura 16. Imagen con microscopio optico de un corte de la muestra. Objetivo 40X
(ocular 10X). En la imagen se aprecian los conidios para la dispersién de esporas,
hifas como parte del corte al sustrato que se realizd; las hifas se encuentran
penetrando todo el sustrato.

Posteriormente con el filtrado de enzimas se realizé el proceso de
precipitacion por sulfato de amonio para purificar parcialmente la enzima por sus
caracteristicas hidrosolubles y se precipitaron las proteinas a 30, 60 y 100 % de
saturacion de sal y con estas fracciones junto con el filtrado se realiz6 la prueba de
azucares reductores (figura 17) y se realizé un gel de poliacrilamida para ver las
proteinas que eran purificadas parcialmente y saber los pesos moleculares de las
proteinas de cada lote (figura 18).

La fracciébn con 60% de saturacion de la sal fue la que demostrd tener
actividad. Por ello los siguientes procesos de purificacion solo se enfocaron a esta
fraccidn. Los resultados del filtrado total 5.71073 IU/gms mientras que después de
la precipitacion la fraccion con 60% de saturacién tuvo mayor actividad: 46.67
IlU/gms. Mientras mas pura se tenga la proteina va a reportar mayor actividad

especifica.
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Filtrado Fraccién O- Fraccién 30- Fraccién 60-
total 30 60 100

Fracciones por precipitacion por (NH4)2S04

Figura 17. Prueba de azucares reductores DNSA. Filtrado inicial y fracciones a
diferentes saturaciones de sulfato de amonio previamente dializadas. Las muestras
fueron obtenidas con tiempos de 8 dias.

180 kDa

25 kDa

17 kDa

10kDa

A B G D E

Figura 18 Gel de acrilamida al 10%. SDS-PAGE. A, marcador con diferentes pesos
moleculares. B, Fraccidn del extracto acuoso por medio de precipitacion por sulfato
de amonio de 30% de saturacién de la sal por duplicado. C, Fraccién 60% de
saturacion de sulfato de amonio del extracto total por duplicado. D, fracciéon 100%
por duplicado. E, extracto acuoso de biorreactor después de 8 dias de inoculacion,
duplicado. Fraccion 30-60 (C) de saturacion es la facciébn que present6 gran
actividad. Se pueden observar la purificacion a partir del filtrado total.

43



Al tener resultados positivos con actividad de xilanasa se realizé un nuevo
crecimiento con la misma cepa de P. sp. LM-3 con una inoculacién inicial de 1x108
esporas por gramo de materia seca (gms) pero sin medio de cultivo SNM y con esto
poder determinar si el sustrato del bagazo de café sin ningun nutriente afiadido era
suficiente para inducir la expresion de enzimas con actividad xilanolitica y que
dependiera del bagazo de café como Unica fuente de carbono.

Para tener datos fiables en cuanto a la expresion de las enzimas con
actividad xilanolitica se analizaron 2 biorreactores por muestra de cada tiempo
muestreado (figura 19). Al final se obtuvieron 5.42 y 5.61 IU/gms al final de los 13
dias respectivamente. Se nota una disminucién de actividad al noveno dia en una
réplica

6

IU/GMS
i

DIAS

E1U/gms Duplicado IU/gms

Figura 19. Actividad de enzimas xilanoliticas obtenidas de los biorreactores durante
13 dias. Se realizo la prueba por duplicado en un segundo biorreactor igualando las
condiciones por el mismo lapso de tiempo.
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Mediante la técnica de electroforesis se realizé un gel de poliacrilamida y se
tiid con plata y con ello se determiné por medio de la aparicion de bandas la
presencia y peso molecular de proteinas a través de los dias muestreados (figura
20). En el tiempo 0 no se observa ninguna banda lo cual indica que en el café con
esporas no se encuentra ninguna proteina, pero se observa el aumento de proteinas

extracelulares a través del tiempo.

70 kDa

22kDa—

70 kDa

22 kDa

Figura 20. A) gel al 12% de poliacrilamida SDS-PAGE; M marcador de proteinas
pretefiido Bio-rad®. Siguientes 2 carriles O dias de exposicion al hongo con el café
en el biorreactor con su copia; siguientes dos carriles, 2 dias de crecimiento; ultimos
dos carriles 5 dias. B) gel de electroforesis al 12 % de acrilamida SDS-PAGE. M)
marcador. Siguientes dos carriles 7 dias de crecimiento; siguientes 2 carriles, 9 dias
y ultimos dos carriles 13 dias.
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Posteriormente se utilizaron membranas de 10 y 30 KDa para realizar
filtraciones en el lote con actividad de xilanasas al 60 % saturacion de sal y con ello
determinar mediante la purificacion parcial la masa de las proteinas. y con las
muestras se realizaron pruebas de actividad xilanolitica en el 05/04/2016 y algunas
muestras fueron sometidas a una siguiente prueba 4 afios después determinando
que la actividad de xilanasa disminuy0 a traves del tiempo (figura 21). Las muestras
fueron conservadas a 0° C. Elfiltrado total registré 3.34 IlU/gms y después de 4 afios
la actividad se redujo a menos de la mitad: 1.35 IU/gms mientras que la fraccion
entre 10 y 30 kDa su primera actividad registrada fue de 7.97 IU/gms y después del
mismo tiempo disminuyé drasticamente a 2.56 y la fraccién que mas actividad tuvo
fue de 26.75 y después de 4 afios fue de 7.62. Se puede deducir que mientras mas
pasos de purificacion la enzima pierde mayor actividad en el paso del tiempo.

Con las mismas fracciones se realiz6 un zimograma para detectar actividad
de xilanasas (figura 22), para ver las bandas con actividad de xilanasa. Aparecen
distintas bandas alrededor de los 20 y 50 kDa, lo que indica la complejidad de la

muestra al poseer distintas enzimas con actividad de xilanasa.
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Figura 21. Proceso de purificacion seguido de la prueba de azucares reductores. Se
puede ver en las pruebas que se hacen con la misma muestra (mismo color) al paso
de dos afos disminuye considerablemente la actividad demostrada con
anterioridad.
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53 kDa

22 kDa

Figura 22. Zimograma pera la determinacion de enzimas con actividad xilanolitica.
M: marcador proteico. A: muestras con extracto total con su repeticion. B. Fraccion
< 10 kDa C Fraccién 30-60 con su repeticion. D: fraccion 230 kDa E: fraccion > 10
kDay < 30 kDa. Las bandas disminuyen en el proceso de purificacion

La prueba de remocion de tinta en las hojas se realizé en matraces que
contenian 20 mL de amortiguador de acetatos y 5 mL de la muestra a probar y se
dejé en agitacién constante en agitacion durante 60 minutos. El experimento se
disefio para poder determinar cualitativamente la remocion de tinta en el papel
impreso y se observé que conforme aumentan los dias de crecimiento en el sistema
de fermentacién, la actividad de la xilanasa aumenta (figura 23). En el control se usé
agua y se observa la diferencia en el papel que fue tratado con los filtrados
enzimaticos.

Los rendimientos obtenidos se midieron con IU totales (por los 20 g de café
que se usaron) y se observo que con medio nutritivo, que de 114 |U totales con la
fraccion se eleva a 933 |U (tabla 6). En el rendimiento sin medio de cultivo (tabla 7)
fue menor comenzando el filtrado total en 66 1U, en la fraccion de 60% fue de 202
IU totales obtenidos y cuando se us6 la membrana la actividad se incrementd 271
IU totales. Lo cual indica que la complejidad proteica se encuentra por arriba de los
30 kDa. A lo largo de los procesos de purificacion se ve un aumento en la actividad

especifica.

47
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Figura 23. Prueba para la remocion de tinta de impresora laser. 1: Control negativo:
agua. 2. Muestra que contenia extracto total del sistema de fermentacion después
de crecer durante 7 dias. 3. Muestra con extracto total con 9 dias de crecimiento. 4.
Muestra con 13 dias de crecimiento.
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Tabla 6. Rendimiento con medio a través de los pasos de purificacion

Rendimiento | IU/gms IU totales | Nivel de
con medio purificacion Rendimiento con
th')'::do >711 11421 ! medio nutritivo

Fraccion 30- 46.67 933.40 2

1000
60 /
0

Filtrado total  Fraccién 30-60

IU totales

Pasos de purificacion

Tabla 7 Rendimiento con medio a través de los pasos de purificacion

Rendimiento | IU/gms | IU totales Nivel de .. .
sin medio purificacién Rendimiento sin
Filtrado 3.34 66.98 1 medio nutritivo
total
Fraccién 10.10 202.02 2 300
60% sulfato 250
de amonio 200
Fraccién 7.97 159.46 3 810
entre 10y =100
30 kDa 50
Fraccion 13.59 271.98 3 O iin0 rracciON tamccron rraccionm
mayor a TOTAL  ULFATO DE 30 kDA | 30KDA
30kDa Pasos de purificacion

8. Discusion
La caracterizacion bioquimica de las enzimas xilanasas permite ser usada para

realizar proyecciones en la industria. De esta forma la busqueda de enzimas que
optimicen las reacciones y entren de manera activa en actividades de interés
comercial ayuda al uso de fuentes eficientes dentro de los procesos industriales y
elimina compuestos toxicos que se usan comunmente para la catalisis de grandes
volimenes de sustrato. La seleccion de un sustrato de crecimiento para que
funcione como matriz del sistema de fermentacion en estado solido tiene que ser el
adecuado para que permita la expresion de xilanasas y depende de distintos
factores que van intimamente relacionados al costo y la disponibilidad, y por ello los

residuos de materiales lignoceluldsicos que se generan en grandes cantidades son
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una fuente importante para poder reutilizarlos (Rodriguez-Bustamante et al., 2015).
Por lo anterior, se seleccioné al café como sustrato que permitio el crecimiento del
hongo Penicillium sp. LM-3. Por otra parte debido a que el sustrato (matriz) no
necesita un posterior procesamiento y se encuentra en gran abundancia y
disponibilidad su utilizacion es posible producir enzimas con valor agregado de éste
productos de desecho.

En cuanto a las pruebas para determinar la actividad de xilanasa, Bailey y
colaboradores (1992) describieron una prueba que se realizé en 20 laboratorios
distintos para determinar y montar una prueba de actividad de xilanasas. Al
comparar los diferentes métodos y los diferentes sustratos, observaron que existia
en los resultados una desviacion estandar de 108 %, pero al estandarizar el método
fue posible disminuir la desviacion estandar a 17 % y gracias a esto Koning et al.,
(2002) pudieron realizar la estandarizacion del método que es el seguido en esta
tesis para disminuir lo mas posible el sesgo en las diversas pruebas que se
realizaron. Los datos obtenidos indican desviaciones estandar pequefias que van
desde 0.04 hasta 0.24 de desviacion.

En la prueba de actividad de celulasa no se detect6 presencia de enzimas
con actividad de celulasa, en la literatura tampoco existe evidencia que exista
secrecion de enzimas con actividad de celulasa por parte del hongo Penicillium sp.
LM-3, y en los valores obtenidos durante la realizacion de esta tesis, los valores en
la expresion de celulasas fueron exiguos a comparacion de la presencia de actividad
de xilanasas lo cual indica un aumento de la cantidad de enzimas en el sistema de
fermentacién en estado solido a través del tiempo. En una primera instancia al
comparar el crecimiento de los microorganismos: P. sp. LM-3 y P. chrysogenum, se
utilizé medio para que ambos cubrieran sus requerimientos para poder crecer.
Posteriormente se comprobé que el hongo P. sp. LM-3 creci6 sin medio y en 13 dias
colonizo el sustrato de bagazo lo cual indica que el principal alimento del hongo
filamentoso son los azlcares complejos que degrada por medio de las enzimas

extracelulares que secreta en el sistema de fermentacion.
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La expresion de enzimas con actividad de xilanasa se monitore0 a traves del
paso del tiempo en los biorreactores y se analizé la diferencia en la expresion de las
enzimas con actividad de xilanasas. En las dos pruebas de crecimiento se puede
observar un aumento gradual en la expresion de las enzimas pero en el dia 8 (en la
prueba con medio) hay una disminucion bastante significativa en los dos hongos
utilizados, por parte del hongo P. sp. LM-3 fue de 67 % y del hongo P. chrysogenum
del 75 % lo cual podria indicar represion catabdlica (figura 24), que puede ser
definida como una disminucién en la expresion de una enzima especifica debido a
la presencia de una fuente de carbono asimilable (Wang et al., 1979). También en
una réplica de los biorreactores en el dia 9 se ve una disminucion de casi el 50 %
en actividad especifica. Se ha documentado que existen diferentes enzimas que se
expresan en diferentes organismos, durante diferentes etapas para hidrolizar
diferentes azucares asimilables. Se ha demostrado que los oligosacéaridos y
monosacaridos son macromoléculas que reprimen la expresion de algunas enzimas
(Prade, 1996), y aunque existen enzimas que catalizan la misma reaccion su

regulacién es controlada por un oligosacarido diferente (Wang et al., 1979).

(+) O Represion _
DNA T"-_-_-_-_—- l
' a!.. ;..i. ;_L Metabolismo
mANA Cl)
vy Y Y ¥
Enzimas O . D EI
Pared
celular .
/=N S By

N w,m - | —
Xilano -\ LS \LS
Celulosam N N

Sustrato (matriz) Oligosacaridos

Figura 24. Modelo de expresion de celulasas y xilanasas en microorganismos. La
induccion de la transcripcion (+) por moléculas especificas presentes en el sustrato
de crecimiento y la represion (-) por el exceso intracelular de los sustratos
degradados (glucosa o xilosa). Imagen editada de Prade, 1996.
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La enzimas que fueron extraidas del sistema de fermentacion tienen
propiedades Unicas ya que hidrolizan el xilano y posiblemente otro sustrato porque
se ha comprobado que existen distintos tipos de xilanasas que tienen la capacidad
de hidrolizar otros azlUcares complejos (Ferrer, 2006). En las pruebas realizadas no
se detecto actividad de celulasa. Esto representa una ventaja ya que las enzimas
obtenidas solo hidrolizan un sustrato en especifico.

El sustrato que se utilizd tiene compuestos de cafeina y polifenoles que
representan un porcentaje muy pequefio, logran tener un impacto en la
contaminacion de los suelos y terminan muchas veces en afluentes a cuerpos de
agua. Después de realizar la extraccién de cafeina, el desecho del café aun contiene
muchos taninos pero en menor cantidad. Por ello, utilizar el café como sustrato
provee ventajas porque es un desecho que esta disponible en grandes cantidades
y sobre todo porque en el sistema de fermentacion se requiere mayoritariamente un
pretratamiento para que el sustrato pueda ser digerido facilmente. Muchas veces se
utiliza agua caliente o se muele el sustrato para provocar una mejor digestion, y la
ventaja con el desecho del café es que se ahorran estos pretratamientos porque la
semilla del café pasa por diversos procesos para tener una mejor extraccion de la
cafeina. Ello facilita el proceso de digestion en el sistema de fermentacion en estado
sélido y da una mejora en su utilizacion de estos residuos (Haltrich et al., 1996;
Rodriguez-Bustamante et al., 2015). Cuando han utilizado en la investigacion el
sustrato de café, al término del proceso de fermentacion y degradacidén enzimética,
el bagazo posee menor cantidad de cafeina y taninos, reduciéndolos 10.2 y 20.4%
respectivamente, logrando disminuir su impacto en la naturaleza (Leifa et al., 2001).

En las ciudades se han originado recientemente importantes problemas
como la contaminacion de los suelos. Un método potencial para la bioremediacion
es la utilizacion del sistema de fermentacion en estado solido ya que es una
tecnologia que provee nuevas aplicaciones para el uso de los desechos agro-
industriales y que pueden ser enfocados a la produccion de: antibiéticos y otros
metabolitos secundarios, enzimas industriales, alimentos enriquecidos,

biocombustibles, acidos organicos, y compuestos aromaticos (Krishna, 2005).
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Krishna en 2005 ha mencionado muchas ventajas al utilizar esporas como
in6culos pero también indica que las esporas al estar metabdlicamente latentes, su
fase lag es prolongada y por ello se requieren de grandes cantidades de sustrato
para su crecimiento o proveer de un sustrato que de inmediato induzca los sistemas
enzimaticos apropiados. Los resultados expresados en IU indican que el café como
un sustrato para matriz de crecimiento en el sistema de fermentacion en estado
sélido es apropiado para el crecimiento de hongos filamentosos.

Los organismos toman ventaja de la diversidad de azlcares que existen en
la naturaleza usando oligosacaridos y polisacaridos para una multitud de funciones
biolégicas que van desde almacenamiento, para formar estructuras o sefializacion
celular especializada. La hidrdlisis selectiva de enlaces glicosidicos es crucial para
la toma y reutilizacidén de la energia, para la degradacion y expansion de paredes
celulares y la renovacion de moléculas de sefializacion (Davies y Henrissat, 1995).
Por ello se deben producir distintas xilanasas en menor proporcion y que no son
requeridas por el hongo en grandes cantidades y que son utilizadas para la hidrélisis
de residuos que no se encuentran frecuentemente (Wong et al., 1988). Incluso se
ha estudiado la regulacion de las isoenzimas ya que catalizan la misma reaccion
pero hay un control represivo por un diferente producto terminal (Wang et al., 1996),
y eso puede dar explicacion de las distintas proteinas que se van sintetizando y son
observadas en el zimograma y en el gel de poliacrilamida a través de los dias del
crecimiento y se ve una cantidad muy significativa de estas enzimas que tienen
diferentes pesos moleculares.

El sustrato de bagazo de café se eligié por su disponibilidad y bajo costo ya
que diversos trabajos que han demostrado la productividad de los desechos
agroindustriales como por ejemplo el salvado de trigo o de arroz, y asi también se
ha estudiado su optimizacion y su enriquecimiento para sintetizar alguna enzima de
interés comercial (Ellaiah et al., 2002; Kote et al., 2009; Chapla et al., 2010).
Sandhya y colaboradores en el 2005 contrastaron la produccién de una enzima con
actividad de proteasa entre el sistema de fermentacion en estado sélido y en el
sistema de fermentaciobn sumergido, en el que se encuentra la matriz

completamente embebida en liquido y encontraron que la produccion de un hongo
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filamentoso fue mayor en el sistema de fermentacion solido lo que corrobora la
utilizacion de este sistema para hongos con crecimiento miceliar.

Algo importante dentro del proceso de fermentacion y obtencion de enzimas
es la facilidad que proporciona la extraccion de enzimas con agua destilada y hace
mas eficiente y econdmico el proceso. Esto pudo ser demostrado por Zhang y Sang
(2015) ya que probaron diversas fases mdviles para la extraccion de enzimas en un
sistema de fermentacion en estado solido y usaron Tween 80 al 0.1% vlv,
amortiguador (Tris-Cl 50mM, pH 8), solucion de cloruro de sodio (1% w/w), etanol,
una solucién de glicerol y agua destilada, siendo esta Ultima la que extraia una
mayor concentracion de enzimas: xilanasas y fB-mananasas de Penicillium
chrysogenum.

Con varios de los trabajos consultados se elaboré un cuadro comparativo que
contiene los diversos materiales utilizados para la produccion mayoritariamente de
enzimas u otros productos finales como hongos comestibles utilizando el sistema
de fermentacién en estado sdlido con residuos de café. Se compararon las
actividades maximas que se reportan en los articulos (tabla 8). Lo que me gustaria
resaltares el tiempo en que se obtuvieron los registros de la mayor actividad, ya que
varian de 24 a 168 horas para la produccién de enzimas o hasta 20 dias para la
producciéon de hongos comestibles. Las actividades maximas reportadas también
son bastante heterogéneas y algunos autores reportan en IU por gramo del residuo
gue se uso y otros solamente indican las IU totales. Todo esto muestra el problema
para medir la actividad de las enzimas que hidrolizan grandes cadenas de azucares.
Tabla 8. Tipos de productos obtenidos mediante la fermentacioén con diferentes
organismos.

Las enzimas con propiedades de glicosil-hidrolasas son las piezas
necesarias para el proceso de limpieza de grandes y Utiles recursos renovables
(Henrissat et al., 2004). Por ejemplo, en el proceso quimico del tratamiento del
papel, las fibras de celulosa son separadas de otras fibras al solubilizar y modificar
la lignina, por ello se requiere de un blanqueado para remover la lignina condensada

y asi el papel pueda tener el brillo requerido (Onysko, 1993).
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El uso de las xilanasas en el papel ha aumentado debido a que no poseen

Tiempo
Sustrato ) L .
. Tipo de obtencion Méaxima .
Producto Organismo usado en el i ” . Referencia
L fermentacién de méx. actividad
crecimiento
U/g
Babuy
a-amilasa Bacillus coagulans trigo sélido 96 h 6700 U Satyanarayana,
1995
. Aspergillus foetidus . . . Chapla et al.,
xilanasas MTCC agroresiduos sélido 7 dias 8450 U/g 5010
xilanasas Bacillus sp. CKBx1D cascara de sumergido 36h 473U/mL Maity et al.,
trigo 2012
. . . . Achanay
xilanasas Bacillus licheniforme cascara de sélido 72 h 17.1 U/g | Satyanarayana,
799 trigo
1997
— Rastrojo de 19613 U/g
xilanasas y Penicillium maiz y 144 xilanasa Zhan y Sang
mananasas chrysogegum QML- cascara de solido horas 928 Ulg 2015
trigo mananasa
Trichoderma medio . . Bagewadi et
endoglucanasa harzianum HZN11 enriquecido solido 7 dias 6625 Ulg al., 2016
Ellaiah y
glucoamilasa Aspergillus sp. agroresiduos sélido 120h 247 Ulg Srinivasulu,
2002
. . . céascara de . . Castilho et al.,
pectinasas Aspergillus niger trigo sélido 22h 2000
proteasas Aspergillus oryzae agroresiduos | sumergido/sélido 72 h 31.2 Ulg Sand;ggset al.
Aspergillus niger gr torta de . . 40U/mLy Kote et al.,
mananasas y Aspergillus flavus copra sumergido 5 dias 33U/mL 2009
agroresiduos
mananasas Aspergillus niger ext?:clgén sélido 7 dias 2231 U/ Abdeshahian
FTCC 5003 . 9 | etal, 2010
del aceite de
palma
agro
. Penicillium residuos de . Gombert et al.,
lipasas restrictum palma sumergido 24 horas | 30.3 U/g 1999
babasu
setas Flammulina Cascarl[la de sélido 20 dias * Leifa et al.,
café 2001

actividad de celulasa, lo que permite mantener las fibras de celulosa y desprender

la hemicelulosa que esta atada covalentemente con la lignina (Fig. 25). Aunque las

xilanasas son enzimas importantes gracias a las multiples aplicaciones en las que

son utilizadas, estan limitadas por la baja cantidad que se obtiene de ellas y altos

costos para su produccion (Zhang et al., 2014). El sistema de fermentacion en

estado sdlido con residuos del café demostré ser una buena herramienta para la

transformaciéon de residuos agroindustriales, por medio del hongo Penicillium sp.

LM-3 en productos de valor agregado. En la tabla de rendimientos (tabla 6) se puede
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apreciar el incremento de la actividad conforme se fue purificando ya que con medio
de cultivo nutritivo se tuvo un incremento de 114 IU totales por 933 obtenidos
después de la precipitacién con sulfato de amonio y representan mas de 8 veces el
nivel producido, mientras que el cultivo sin medio (tabla 7) al finalizar la purificacion
parcial fue de 66 IU totales a 271 lo cual indica un rendimiento de mas de 4 veces

de la actividad obtenida.

Figura 25. A Diagrama de fibras del material vegetal. C celulosa, H, hemicelulosa.
L, lignina. B imagen representando la separacion de la celulosa de la hemicelulosa
con la lignina. Editada de Prade (1996).

9. Conclusion
Se logré cultivar el hongo Penicillium sp. LM-3 en café por medio del sistema de

fermentacion en estado sélido con 60 % de humedad y al finalizar los diferentes
tiempos fueron extraidas enzimas en diversos lotes que contenian actividad

xilanolitica, con H20 destilada como solvente. Se comprobé la actividad de estos

lotes mediante la técnica de determinacion de azucares reductores (DNSA). Con el
8 :

el p , L T Py . .F - o
Fibra de celulosa = T

sustrato del bagazo de café, se puede concluir que no es buen medio para la

generacion de enzimas con actividad de celulasa, pero es fuente primaria para la
generacion de enzimas con actividad xilanolitica, lo que tiene potencial
biotecnolégico. A su vez el bagazo de café se convierte en un sustrato
aprovechable que se encuentra disponible en grandes cantidades, es econémico al
ser un desecho agroindustrial y permite generar diversas enzimas extracelulares
gue son importantes en distintas industrias.

Al comparar las gréficas donde se muestra la presencia de las enzimas

xilanoliticas durante el crecimiento del hongo a través del tiempo, resulta importante
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sefalar que la mayor actividad xilanolitica fue obtenida sin medio SNM lo cual facilita
que sea un proceso econémico y posible para su produccion.

Las muestras fueron precipitadas con sulfato de amonio en 3 fracciones pero
la que tuvo mayor actividad se encontré en la fraccion con 60 % de saturacion de la
sal. La actividad mas alta se registra en el lote que tiene > 30 KDa. Aunque entre
10 y 30 KDa la actividad también es elevada pero no comparable. Después de dos
afos a 0° C las actividades disminuyeron a la mitad, esto indica una degradacion
de las enzimas a través del tiempo.

Se determind que la masa molecular de las enzimas se encuentra entre 50 y
20 KDa.

Las pruebas que se realizaron con el papel impreso demostraron
cualitativamente su potencial biotecnoldgico en la limpieza del papel con tinta laser
y resulta una opciéon que puede ayudar a disminuir quimicos peligrosos para el

ambiente.

10. Perspectivas
Un tema importante para el estudio de la utilizacion de la enzima a nivel

industrial es util pero mayores pruebas se tendran que realizar para poder influir con
la enzima en los procesos que lleva a cabo el papel para su reciclaje o limpieza de
la pulpa. Otro importante y valioso estudio seria determinar los metabolitos que
secretan los hongos filamentosos en el sistema de fermentacién en estado sélido

para determinar su posible potencial en el area médica.
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