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INTRODUCCION

Una de las mds Lmportantes dreas de la biotecnologia actual, es
stn duda alguna la tecnologic de enzimas. El uso de estos
catalizadores bioldgicos tiene va una gran relevancia en Llos
seclores alimentario y farmacéutico CQuintero, 1985,

La biotecnoleogla enzimdtica abarca la produccidn, extraccidn,
purificacidn e inmovilizacidn de enzimas, Yy esto involucra un gran
nirere de desarrollos en biologla, quimica e ingenierla. £l drea
bioldgica participa fundamentalmente en dos tipos b&asicos de
desarrclleo: la adaptacidn de enzimas a necesidades especijficas,
mediante la seleccidn de fuentes microbianas y la obtencidn de
mutantesy; y el mejoramiento de metodologias para inducir a los
microorganismos a la produccidn de enzimas selectas.

Lépez—Hungula C1985), afirma que para evitar el rezago de la
tndustria enzimdtica en México deben impulsarse actividades de
investigacidn y progiciarse la vinculacidn con el sector productivo,
¥ destaca la tmportancia de algunos criteriocs para el
establecimiento de proyectos en tecnologia enzimdtica:

1> La inclusidn de la produccidén de enzimas en el desarrollo
tecnolégico, con el fin de tener autosuficiencia en materia de
catalizadores.

&> El apovo de lnuestigaciones tendientes a la produccidn de
enzimas de uso industrtal, incluyendo microorganismos productores e
hiperproductores.

3> La evaluacidn del impacto social de la tecnologla enzimética
hacia objetivos como:
Utilizacién de residuos agrotindustriales.
Disminucidn de la dependencia de la petroguimica.
Uso mas eficiente de materias primas.
Disminucidn de problemas de contaminacidn.
Reduccidn de ccstos energéticos de procesos
Desarrollo de nuevos productos.
+ Incorporacidén de alimentos no convenciorales, y mejoramiento
rnutricitonal de los ya existentes.

+ 4+ 4+ + + +

40 Establecer como prioritartas algunas aplicalones no usuales
de la tecnologila de enzimas, gue actualmente se encuentran en
desarrollo en otros paises. '

Siguiendo este tipo de criterios, se establecid un proyecto de
produccidén de dextranasas en el Departamento de Alimentos de la
Divisiéon de Estudios de Posgrado de la Facultad de Quimica de la
UNAM. N

Las dextranasas son enzimas producidas pPOr microorganismeos, Qus
tienen aplicacién industrial en varios sectores, En &l sector
alimentario, Llas dextranasas se utilizan principalmente en el
proceso de refinacidén del aztcar AY] para disminuir la viscostdad
provocada por dextranas de microorganismeos contaminantes del jugo de
cana. Los problemas ocastonados por Lla viscosidad en este proceso
ocastonan tmportantes pérdidas de azdcar. La Ridrélisis enzimdtica
por dextranasas representa una alternativa de solucidn. También .en
los sectores guimico-farmacéutico y clinico existen aplicactones
importantes de estas enzimas (Gdluvez, (986D,




La magnitud de los problemas causados por gomas de dextrana en
los tngentos canreros mexlcanos Justifica la bisgueda de
alternativas de solucidn, y el establecimiento de proyectos de
tnuestigacidn sobre el uso y la produccidn de dextranasas (Gdiluez,
19865,

De acuerde a lo anterior se (nicid la bisgueda de fusntes
microbianas de la enzima. En una primera etapa del proyecto, llevada
a cabe por Amanda Gdaluez y Beatriz Bustos, se efectud el aislamiento
en placa de cepas dextranoliticas de hongos, seguido de una
seleccidn de aguellas gue produci{an la enzima en forma extracelular.
Dicha seleccidn se lleud a cabo mediante el establecimiento de dos
metodologias: a) La evaluacidn de la formacidn de un halo de
decoloracicon asociado al crecimiento, en un medio gue contiene
dextrana' azul, y &> La evaluacidn de la actividad enzimdtica de
sobrenadantes de jfermentactiones cortas (96 heoros), efectuadas por
cultivo sunergido en el medio Kosaric No.! Cver apéndice), .

En una segunda etapa, y utilizando el criterio de "screening’o
seleccion secundaria, se decidld trabajar con cuatro cepas de hongos
filamentosos que resultaron ser las mds importantes productoras de
dextranasa en la seleccidn primaria. El criterio de seleccidn
secundaria, implica la identificacidn o identificacidn preliminar de
laCs) mejorCes) cepalsd, su manejo, y el estudio de algunos aspectos
de su cultivo para la produccidn a nivel laboratorio. El. resultado
esperado es la seleccidn de una sola cepa, sobre la gue se pueden
optimtzar las condiciones de cultivo y escalar el proceso (Nakayama,
19810,
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ANTECEDENTES

I. La Dextrana,

. Definicidn, Tipgos y Fusntes Microbianas.

Dextran o dextrana o5 el nombre gue se dJda a una gran wari

’ ariedad
de polisacdérides bac terianos extracelulares, compuestos casi
sxclusivamente de unidades monoméricas de a-D-glucopirarosa, unidas
principalmente por enlaces al-65. Existe wuna gran cantidad de

dextranas con estructuras gue vartan en su grado de ramificacidn
CAlsop, 1983, y con una gama de pes50s moleculares gue va de 5000 a
3 x {0 daltens C(Lawson vy Sutherland, (973D, Las dextranas como cast
todos los golisacdridos en solucidn presenta un comportamiento de
Flulde no nswtonicno CHitchell, (973, .

La lista de bacterilas sintetizadorzs de dextrana i{ncluye
sspeclss gramnegattuvas v grampesitivas:  Aarebacter opn, - JJcaledacten

S, Beladacteruim dacctraniciim, Sheplecscows Jevin, Slrenlaceccns
vinidar, Flreptrdacteriim dexctranisim, aucanadbss medantersided W

Paveonsotee dextranicum (Lowson y Sutherland, [97%0. AUn cuando cada
cepa produce un tipo inico de dextrana, =xisten dos caracteristicas
comunes a tedas: @) La sacarosa constituye la unica fuents de

cartene apropiads pare ta foebricacisn del goliszodrido, v b2
producioe tiene siempre un alto porsentaje =J

19732, Los
Yool 42 en distind
una gran variedad de dextranoas
capta gua un mayvor contentdo e snls
solubllidad en agua (Sandford, 19722, .
Las cepas productoras de dextrana mejor estudiadas, pertenecen
o la especie Eauconestoc med2rtercides, cuyes  productos tienen
porcentajes de S50 a 953 de enlaces oCl-6D. A continuacién s2 Ulustra
la &structura de la dextrana producida por 2z, esentencidas
NERL-3-512 Clawson vy Sutherlaond, 1972J:

ant 3
LomneEs, Bor LD

¢, En gernsral, so
ermiie WG RAVOr

~{= 3 - a~0-Glcp - C{ - &> - a-D-Glec - {1 = 83 - a-D-Glcp ~ 1 -}
icd
!
a~-D-Glep

La  produccidn de dextranzs a atuvel industrial se efsctda on
fermentadarss uttlizando la enztma dextransacarasa Ggue cataliza le
reaccidn:

n Sacarosg —-e--- CGlucosur n + n Fructosa.

stran  algunas i litudes con las
“ Llcunadors  Jde a MUSINE manerd, S
trata o polisacdrides de alto peso molscular, insolubles =n agua,
constitulidas por restduos de glucosa untdos por snlaces all-3D,

n la naturaleza, la dexlroana se encuantra comnunumente asoclada
al creclimiento de LPewcsnsstec spp. on cara de azvdcar daficda o en
Juges no procesados (Godfrey y Petchell, 19333, En el caso de la

citro tigo  Jde
dexdranas, 3

D
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3
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cafa cortada pusden aparecer infecclones Jdespuds de un tiempo. de

almaceramiento e dos horas, y se ha visto que después. del qusmado
se tncrementa notablemente la contaminacicdn por Feucensstsc CMeade,

.7
)




19772, .

Las dextranas insolubles son producidas por JFtreptscoccus
mudans, una de las especies de Streptococcti orales asociados con la
cartes dental, y son bien conocidas como gomas constituyentes de la
placa dental beteriana CLawson y Sutherland, (978).

2. Usos Eg las Dextranas.

A pesar de que las dextranas son un grupo de polisacdridos muy
estudiados, sus aplicactones reales en la industria son muy pocas y
muchos, en cambio, sus usos potenciales

Dentro de las aplicaciones de las dextranas nativas destacan:
la recuperocidén secundaria de cetrdleo, la estabilizacidn dode
agregados de suelo, la composicidn de defloculantes en productos de
papel, la fabricacidn de suturas guirdrgicas, y en la estabilizacidn
e imparticién de viscosidad de jarabes de use alimentario.

Por ‘otro lado, las dextranas no nattvas de bajo peso molecular
tienen aplicacidn importante en la industria farmacéutica, donde son
utilizadas como sustitutos de plasma vy mejorgdores del flujo
sanguilneo, en concentraciones de alr sdedor de &% /v. Las dextranas:
clinicas de este tipo son fabricadas a partir de dextranas de
Feuconootec mesentersides, las cuales ofrecen clertas wventajas, a
saber: estabilidad a altas temperaturas, independencta de tipos
sanguineos y enfermedades transmisibles, y baja incidencia de
reacctlones adversas. Las dextranas con pesos moleculares entre 40000
v 70 000 daltons, presentes en sangre, son factlmente desechadas por
via renal.

Otros usos comercialmente Umportantes de las dextraras no
nativas son (Sandford, 1979):

+ Sulfato de dextrana, como agente anticoagulante.

+ Dextranas activadas para la inmovilizacidn y presseruvacidn de
enzimas por conjugacidn.

+ Dextran-hemoglobina para sustitucion de sangre.

+ Dextranas entrecrugadas para la manufactura de geles
insolubles como el Sephadex

+ Hierro-dextran, para el trataniento de Lla anemia por
deficiencia de hierro, en medicina hunana v veterinaria.

+ Dextrana incorporada a emulsiones fotogrdficas para el
me joramiento del proceso de uso de plata.

+ Dextran—-calcie, para el trataniento de la hipocalcemtia.

3. Problemas Ocasionados por Dextranas.

Las dextranas participan desfaverablemente en dos aspectos de
suma importancia. Por wun lado, su formacién en la cana y 2! jugo de
cafa ocasiona problemas durante los proceses de reftinacion,
cristalizacidn, clari{ficacidn v evaporacién. Ademds , como
constituyentes de la placa dental bacteriana, desempeRan un papel en
la promoctidn de la caries dental CGodfrey y Reichelt, 1983).

£l problema de las dextranas en la industria azucarera esta
bien estudiado. La dextrana forma una masa gelatinosa gue puede
bloguear la filtracidén y retardar la cristalizacidn' C(Hontg, (974).
A nivel de la planta misma, al cabo de un dfa despué€s del corte, y
bajo condiciones favorables de cosecha*' y almacenaniento, la
concentractdén de dextrana puede provocar detericro y diftcultades




durante el proceso de la molienda. Este deterioro ocasiona también
una tnmediata accién microbiana en el jugo extratdo. Sin embargo. los
efectos mas dahrines de la produccidn de dextrana radican en la

elongacidn . de los cristales, que ocasiona Lla reduccidn del
crecimiento por cristal y la formacién de granos falsos; y en la
disminucién de la pureza del jugo, que se manifiesta en su

polarizacidn, debida al cardcter dextrorrotatorio de la dextrana.

Otro problema del jugo de cana es el de la acidez excesiva”,
asociado a cafia dahada por frio, y relactonado con la formacidn de
goma dextrana.

La dextrana ha sido itdentificada como la causa fundamental del
retardo de la cristalizacidn y la baja eficiencia de filtracidn,
durante la refinacidn de cana almacenada. En Australia las pérdidas
ocasionadas por dextrana se han estimado en un porcentaje supertior
al 10% de la producctidn de azidcar CMeade, 1977D.

El otro gran problema es el que ocasionan las dextranas
formadas por micreoorganismos de la flora oral. Las dextranas
extracelulares gue se encuentran en la placa dental parecen tener
tmportancia en la formacidn de caries. En estudios efectuados con
Pleptscoccus mutans, se ha demestrado gue el potencial cariogénico
de los microorganismos depende de la produccidn de dextranas que
pueden inticiar la agregacidn celular, y promover la formacidn de
placa CStaat et al, 1973,

4. Alternativas de Solucidn al Problema de la Dextrana en
o5 Ingenios Azucareros.

ad) Métodos Fisicos y Quimicos.

Se han empleade varios métodos para la eliminacidn de la
dextrana en los ingentos azucareros. Dichos métodos estdn
orientados tanto a Lla prevencidn del crecimiento de Feuconeolsc,
como a la destruccién de la goma misma, Se ha visto pr ejemplo, que
la reduccidn al minimo del tiempo Que transcurre entre el corte y
la molienda de la caila, disminuye los riesgos de formacidn de
dextrana. Asimismo, se sabe que el almacenamiento del jugo de caha a
pH dcido y temperaturas de 40 a 80°c. disminuye afectivamente el
crecimiento microbiano y la sintesis del polisacdrido CMeade, (977D.

Se han practicado tambien métodos de prevencidn del crecimiento
microbiano mediante la utilizacidn de agentes bacteriostdaticos 'y
bactericidas, Tal es el caso del S0O2, Busan 88!, y fluoruro de
amonto al [7 (Honig, (984; Meade, 19772. Sin embargo. los métodos
mds comunes se basan en la destruccidn de dextrana gor la aplicacidn
de cal al Jjugo de caha CHonig, [974D. Mientras que en el eqguigco
Cudlvulas. uniones. tubertas. etc.). donde las bacterias y gomas se
acumulan, el tratamiento pem.'édico con wapor a altas temperaturas ha
prevenido la infeccidn del jugo CMeade, 1977).

b> EL Método Enzimdtico.

En la bilsgueda de soluciones que eviten el uso de agentes
quimicos y bactertiostdticos, se han realizado inuestigaciones para
el tratamiento del jJjugo uttlizando dextranasas. ELl tratamiento
enzimdtico entre los procesos de extraccidn y. clarificacidn,  ha




permitido tncrementar la tasa de procesamiento de 256 a 273
toneladas de cafia por hora, y se ha reportado gue la adicidn de 3
unidades de la enzima por cada 100 ml de Jjugo, es suficiente para
eliminar el €8.5% de la dextrana en tan sdlo 20 minutos a una
temperatura cle 40°c. Esto ha permitide conclulr gque las efectos
dafitnos de la dextrana en la manufactura del azdcar pueden ser
exitosamente eliminados mediante el tratamiento con dextranasas
CHeade, 1977; Ward, 1985).

[, Dextranasas.
v 1. Definicidn.
= e rm e
Dextranasa es la enzima gue efectia la reaccidn de hidrdlisis de la

dextrana,, su nombre por convencidn, es: a~D~C1,860~glucan hidrolasa
EC 3.2.1.11 CGodfrey y Retchelt, [983).

2. Mecanismo de Accidn. Propiedades.

Las dextranasas se dividen en dos tipos, dependiendo del lugar
donde escinden enlaces en el polisacdrido. As?{. se denominan
endodextranasas si hidrolizan los enlaces {nternos, y exodextrandasas
si Aldrolizon los onlaces de loas extremos de la cadena ClWheatley
v Hoo-Young, (377).

La enzima ataca los enlaces glucosidicos all~56) de la dextrana,
dando como resultodo oligosacdridos de varios tamafos, Estos
oligosacdridos tombién pusden ser hidrolizados por la dextrana. Los
prociuctos de la hidrdlisis dependen tanto del microorganismo. como
del tipo de dextrana (Fesado, 1986; Wheatley y Moo-Young, 19772, Asi
por ejemplo, la dextranasa de Flavebactzrium op hidroliza mas
facilmente las dextranas lineales gue las ramificadas <(Fosado,
19860,

Sugiura et al (19730 y Walker y Deward (19755 examinaron los
productos de la hidrdlisis de dextrana, utilizando dextranasas de

Penicillium  funicufeoum, Y Paecifemyces tilacinus, respectivamente,
En el primer caso se encontré {somaltosa, {sonaltotriosa,
tsomaltotetraosa, lsomaltopentaosa e lsonaltodextrinas <n la mezcla
de reaccidn. milentras gue en el segundo, los productos fusron

isomaltosa, (somaltotriosa y D-glucosa. Se sabe gque. en general, se
encuentra una proporcidn mayor de disacdridos que de mono y
trisacaridos CJeanes et al, [953).

wheatley y Moo-Young (19772 demostraron que una combinaclén de
exodextranasa y endodextranasa permite una nayor dagradacidn de
dextrana que la obtenida por la swna algebréica de las actividades
tndividuales de cada una,.

Estudios efectuados con dexl.ranasaf purz.éz.cadasB CSimonson: -y
Liberta, 1(975; Suglura et al, (973; 1974 1974 1974 19750, nos
permiten conocer algunas propledades meortances de Las dextranasas
provententes de Penicillium funiculosum, Brevibacterium  fuscum, v
Fusarium meniliferme:

+ Los puntos de atague de la dextranasa de P. fuiculesum en
tsomal todextrinas, parecen estar situados primarianente  en el
segundo y tercer enlace glucosidico a partir del extrema no
reductor del .sustrato. Al i{ncrementarse el grado de polimerizacidn,




la enzima hidroliza también los cuarto Y quinto enlaces
gLucosfdicos;

+ El Co 'acelera la descomposicidn del complejo enzima-sustrato
en el caso de la dextranasa de P. funiculsowm.

+ La dextranasa de B. Puscum tiene mayor afinidad por
dextranas de bajo peso malecular.

+ El pH Sptimo es 5.5 para la dextranasa de F. monilifornne
6.0 para la de P. funiculsoum, y de 7.0 a 7.5 para la de B. fuscum
La temperatura Sptima es de 55, 37, y 55°¢, respectivamente,

+ Lc}‘ dextranasa de RB. fuocum, tiene un peso molecular de
5.5 x 10, y estd compuesta por 429 residucs de (7 amincacidos
distintos, (! moles de azildcares neulros y 3 moles de azlcares
aminados, 4

+ Lha dextranasa de P. fundiculesum. con un P . M.= 4.4 x 107,
estd constitufda por 349 residuos de [8 aminodcides distintos, (0
moles de azlcares neutros, y | mol de azucares aminadoes. .

+ Las dextranas I y II de P. funiculooum tienen puntos
isoeléctricos de 3.98 y 4.19 respectivamente, y 4.17 la de RB.fuscum.

3, Actividad_gg Dextranasa.

La actividad de dextranasa puede medirse de diferentes maneras,
ya sea siguiendo algdn cambio en las propiedades fisicas del
sustrato Cuviscosidad por ejemplod, o por la produccidn de azidcares
reductores a partir de la hidrélisis de dextrana (Fosado., 19861,

As?, Hattort e Ishibashi C1981> establecen sus unidades de
actividad de dextranasa como unidades de wviscosidad reducida, y las
definen como la cantidad de enzima qgue reduce a la mitad la
viscosidad especlfica de la muestra en un tiempo de 10 minutos. Las

medticiones se realizan en un viscosimetro de Ostwald bajo
condictones defintdas. Kosaric et al (1973, considera una untdad de
dextranasa como la cantidad de enzima productora de | mg

egquluvalente de iIsomaltosa anhidra a partir de dextrana con P .M =
70000 en 1 hora a 40°C.

Hultin y Nordstrom (19402 y otros autores, determinan Lla
actividad de la enzima midiendo su poder para liberar azicares
reductores en una mezcla de reaccion durante la etapa de velocidad
intcial de la hidrélisis. La determinacidn de azidcares reductores se

hace habitualmente mediante el método del Gecido
2,5-dinitrosalic{lico CDNSD, Se considera correcto expresar la
cant idad de dextranasa como miliequivalentes de azlcares
reductoress/ml = min., por =jemplo: mg de glucosasml x min. o mg de

tsomal tasasml < min. (Fosado, [986).

4. Aplicaciones gg la Dextranasa.

ald En la Industria Azucarera.

Como se menciond anteriormente Cseccion [.4.Cb2)>, los problemas
ocastonades por Lla presencia de dextranas en los ingentos
azucareros. pueden ser efectivamente resueltos medlante el uso de
dextranasas.

Scott C1975), resena las experiencias de Tilbury en el uso de
dextranasas para la eliminacion de la viscosidad en el jugo de caha,
Tilbury, produjo dextranasa desarrollando primero un cultivo de




Leuconootee mesentersides en un medio con  sacarosa. Una vez
productida la dextrana. la bacteria fue separada, y se indculo el
polimero con un cultivo de P. Runicufssum. EL medio fue mantenido a
un pH de 5.5 a 7.0, vy 30°C, durante 4 o 5 dias. La dextranasa
obtenida en el filtrado se disoluid en un buffer acetatos a pH 5.3,
v se agregd al jugo de cafa contaminado con dextrana. La mezcla se
mantuvo a 40°C durante vartos intervalos de tiempo. En la Tabla [a.,
se muestran Llos resultados de vartos ensayos considerando el
porcentaje de remocidn de la dextrana intctal. En dicha Tabla se
tlustra el hecho de gue para cada tipo de dextrana y en cada sistemna
utilizade resulta indispensable determinar la cantidad de dextranasa
y el tiempo de reaccidn Sptimos para lograr los mejores resul tados.
4st, se puede alcanzar el [00% de remocidn de dextrana utilizando
una concentracidn diez veces menor de dextranasa, rpero
tncrementando el tiempo de reaccidn en 5 minutos.

En estudios preliminares realizados en Queensland, Adustralia,
5 descubrid que la ventaja principal del tratamiento
enzimdtico radica en el incremento en la eficltencia de filtracicn
del jugo tratade con 8 unidades de dextranasa. E! costo del
tratamiento enzimdtico fué estimado en (.5 dolares por tonelada Jde
azidcar CWard, (39852,

Un ejemplo del ‘tratamiento enzimdtico es la utilizacidn
de dextranasa &5-LCNoveo =, Industri, Dinanarcal, en el qgue se
emplean 10 a 20 g de enzima por tonelada de cana procesada. Los
me jores resultados se obtienen a pH entre 4.5 y 6.0, vy a
temperaturas de 50 a s0°%c. £1 efecto maximo se consigue al adicilonar
la enzima al jJuge crude entre los procesos de extraccidn vy

clarificacidn, mantentiendo la mezcla durante ts minutos a
o

temperaturas de entre 50 y 55C, en un tangue colocado entre los

calentadores primario y secundarto previos al clarti ficador

CGodfrey y Reichelt, (983D,

Tabla la. Degradacién de dextrana en jJugo de caiha por la
aplicacidn de dextranasa CScott, [975D.

Cantidad inicial Dextranasa - Periodo de Remocion de

de dextrana aRadida incubacion dextrana
Cunidades ml> Cminutos) (@)
1. 440  ~—mmmee——e— 30 —--mmm———- 30 —-~——-= 78.9

1.260 = —-mm———e—— 20 memmem———— 20 —-——emm- 69,8
0.807  —memmmm—e— 30 e 30 ------- ge. 1
0.500  --——————-- 30 @ mmmememe——e 30 -—---—-- 28. 2
2. 0280 W memmmem——e— 320 —em—eem——— {5 ~=———=- 74.7
0.882  -————————- 30 e 5 —===e-- Q1.0
0. 566  —————————— 30 = 15 —-—-——-- 82, 4
0.230  ——=—=-———- 20  mmmmmeme—— 15 =——=v-- 100.0
0.796  —-———————— 30 memmmmmeee (5 —eme——- 81. 32
0.6786  —ommmem——— 12 memmeeme—— 15 ~———=-= &5. 3
0.854  ——--m-——-— &  memmme—e—— 10 —mm——= 73.0
0. 476  ~————————= [2  —emme——e—— 1O ~=-——-= £9.0
0.6782  ———=—————— = 20 =————-= 63. 2
0.510  ~==-mmemm—— 2 e 20 ——mm—= 100.0
0.672 —————————= 3 e 10 —eme——— 62.5
0.510  —=rm—m———- 3 e e I 87.2




L) Aplicaciones en el Area de Salud.

La deteccidén y estudio de microorganismos productores de
dextrarasa de la placa dental bacteriana C(Staat ot al, (973;
Takahashi, 1932, Zinchenko et at, 19845, ha contribuldeo al
desarralla de formulaciones de productes Jdentales gue incluyen eosta
enzima CColgate-Falmolive, US 32630924: Merck & Co.Inc. US 38863203D.
La dextranasa puede remousr la dextrana formcda por microorganismos
de la fleora oral, euvltando asi la agregacidn calular y la promocidn
de caries.

Otra importante aplicacidn de la dextranasa en el drea de la
salud, oconsiste en su participactidn en la hidrdlisis de dextranas
rativas para la obtencidn de dextranas de peses moleculares bajo y
medlo. Estas dextranas tienen gran aplicacidn clinica (ver seccidn
.22, tanto en estado libre dCcomo sustitutos de plasmad, como
conjugadas formando complejos (Dextrana-fFe. Dextrana-Ca, etc.)D.

Alsop (I983), encontrd que en una seleccion de dextranasas

comerclales se producen diferentes distribucliones cle pesos
moleculares, dependiendo de la accidn de cada una hacla los enlaces
«C{~60 v all-3) del pol z.’m:su"p . Asi, se ha demostrado gue las enzimas
distribuldas por FReckmann producen una peguenra progorcidn  de

oligosacdridos en las primeras etapas de la hidrdlisis, con una
distribucidn de pesos moleculares comparable a la gque ofrece una
hidrdtlisis deida. .

Fosado C1988), analiza las caracter{sticas de lot Dextlrana- DLQ'”.
Esta enzima, producida a gartir de cultivos de Fhastemium gracile,
se distribuye er México por ENMEX $.4 de C.V., v se presenta como un
tiguide no wviscoso completamente soluble en  agua. Con limites
Sptimos de 4.0 a 7.0 de pH, y 50 «a 60°C  de temperatura, los
beneficios de este producto se ofrecen principalmente para la
tdusria azucarera.

La dextranasa también tiene aplicactiones en tecnologlas
apropiadas. Tal es el caso de un producto que contlene dextranasa
Junto con otras enzimas y qgue, administradoe con el alimento,
promueve lta secrecidn de leche en ganado wacuno C(Hyewa Hakko Co.
Ltd., US 144254,

[11. Produccicn de Dextranasa,

{. Microorzanismoes Productores.

Muchos microaorganismos han sido identtificados como productcres
de dextranasa. £En las Tabla Ila..se musstran algunos de los mds
tmportantes,

En general, se sabe qgque las cepas de hongos filamentosos
uttlizadas para la produccidn de dextranasa producen wuna mnayor
cantidad de dextranasa extracelular cuando se comparan con cepas de
levaduras y bacterias. En wuna seleccidn de cepas de levaduras
productoras de dextranasa efectuada en el laboratorio, se encontrd
gue en ninguna de ellas se detectaba produccidn de la enzima en
cultivo agitado, a pesar de qgue presentaran acttvidad en placas con
dextrana azul CAmanda Galvez, comunicacidn gersonal).




A pesar de gue existen pocos estudios publicados sobre
produccién de dextranasas,
desarrol lados
s. En las
exclusivamente a aguéllos

cultivo
produc tore

fingicos.

2. Medios de Cultivo.

para distintos
secciones

grupos de
subsecuentes nes

trabajos en que se utilizan

la

se conoce un buen nilmero de medios -de
microorganismos
referiremos
cul tivos

dextranasa.

<59
57>
c7ed
<78
c7ad
662
29>
ca
24
ceqad
cez.
75>

Tabla Ila. Microorganismos produc tores de

CReferencias2
\Hongos Bacterias
- Honergilluos candiduo ctoo Hctinemyces (oralil

HAaperngillus  carneuws ce5> dgnthnabactern globifsnmio
Hopergillus fumigadus =3 Bactercides sralis
Aopengillus insuabus 79> Bacills sublitio
Aspengiléus luckuensios <310 Baciléuws megatherium
Fopengills nidulans C1oo Brevibactarium fuscum
Fdpengillus terreuwn CL1o Sutenhaga gotnsenii
Hapengillus ustws [arg=P) Flavabactenivvm mubiivenun.
Chaetomium gracife cezd Flavadacterium sniritiverum
Ehaetemium onirale c23> Verksovia xanthineolytica
Fuoaiium meniliforme 800 Fleptamyces cinnamenansis
Fusanium selanii ¢ 9o Flhreptamyces mulans
BiBdenella fugibirei <e3o
Jeumicela grioea ce3d
Lifomyces starheyii C350
Paeclemyces Lilacinus CC&81,88,30,540
Paecilemyces marguandid C54D
Paniciltivm aculeciim <c4a0
Peniciliivm citrinum CIQD
Ponicillivm chrysegenuwm C1oo
Penicillium expansum cton
Penicillium funicubsoum C<7,21,28,30,34,790
Penictllium italicum CcL1o>
Penicillium sjanthinabum C100°
Penicillivwm luteum 162
Penicillium piscaniwm . C790 i
Penicillium purpuregentm <2t , 34,49
Penicillium roquefontii ce3>
Penicitlowm vernuculesum cze, 302
Fnicaric wvislacea Ce2, 542
FPnerstrichum actersides ce3>
FVerticillium coccorum ce8s
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a’ Fuente de Carbono.

La dextrana es el compuesto mds utilizado como fuente de
carbono en los medios formulados para produccidn de dextranasas
Esto se debe a que se ha demostrade su papel como inductor de la
sintesis de la enzima, en concentraciones de 0.5 a 2.0 % (Hadhu
v Prabhu, 1984; Reese, 1972).

+ Induccidn de la produccidn de dextranasa.

De las enzinas = que una célula produce, algunas son
constitutivas, pues se producen en concentraciones sustanciales bajo
todas las condictones de crecimtiento. Otras, inducibles, se

sintetizan sdlo en presencia del sustrato o de andlogos del
sustrato. Gracias al proceso de induccidn, las enzimas de este tipo
son formadas sdlo cuando son necesarias CElander v Demain, 19812,

La regulaciédn de la induccidn enzimdtica se lleva a cabo
mediante dos tipos de control, uno de tipo negativo, y otro
posttivo. El control negativo, se ejerce a nituel de la
transcripcién, Yy consiste en gue la RNA polimerasa se encuentra
blogueada bajo condiciones normales de crecimiento, y se desbloguea
s6lo en presencia del inductor. En el control positivo, una protetina
eromotora de la accidn de la RNA polimerasa se encuentra activada
normalmente, pero puede desactivarse por la accidn de un catabolito.
£s por esto que a este tipo de control se le denomina represidn
catabdlica CFriefelder, [985).

Los mecanismos de control negalivo han stdo descritos sblo
para procariontes. Se constdera que los eucariontes han desarrol lado
di ferentes mecanismos de control negative, cuyoes detalles contindan
en estudio.

El control postitive, raro en procariontes, se encuentra mejor
estudiado en sistemnas celulares de eucariontes (Brock, 1987).

Se sabe que en algunos hongos., la regulacidn de la sintesis
enzimdtica estd dada por mecanismos de control negatiuve Cinduccidn),
y positivo Crepresidn catabdlicad simultinsamente. Tal es el caso
de  la regulacidn de la produccidn de celulasa por Jhrichsderma
vinidae, y de dextranasa por Penicllinm (Reese, 19720,

En muchos microorganismos, Lla sintesis de una enzima puede
estimularse o tncrementarse st se adiclona el tnductor al medio de
cultivoe, Adungue en la mayorfa de les casecs el itnductor es el
sustrato mismo de la enzima, un sustrato modificado puede funcionar
también como i(nductor. Por otro lade, puesto que laos polimeros no
‘pueden entrar a la célula por Limpedimento estérico, parece muy
posible que los productos. de Lla hidrdlisis sean los verdaderos
induc tores de las depolimerasas (Reese, 1972)D.

La induccidn eofectuada gor los productos de la waccidn
enzimdtica puede ser enmascarada por el papel que estos desempeiiun
en la represidn catabdlica. Dicha represton ocurre a concentraciones
relativanente bajas Ccomparativamente con otros sistemas de control
negativod, de los oligémeros inductores de la polimerasa
correspondiente. Sin embargo, por debajo de una clerta concentracidn
represora, puede manifestarse su capactidad de tnduccidn. De hecho,
el eofecto inductor de un polisacdrido sobre la sfntesis de la
polisacarasa resulta prectisamente de su hidrélisis a disacdridos,
los cuales nunca alcanzan concentractones gue actien en la represion
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catabdlica, pues son consunidos tinmediatamente después de su
formocidn CReese, 1972).

Para el caso de las dextranasas, se han encontrado uvarios
inductores ademds de la dextrara. La cetodextrana, que es wuna
dextrana oxtdada, tncrementa notablemente tanto la tasa de
crecintento celular come la sintesis de la enzima en cultives de
Penicillium  funiculeoum (Reese, [972). Esle incremento se asocia a
una baja tasa de hidrilisis del sustrato. gue ocasiona bajos niveles
de reductores en el medio, nisnos que germiten la induccidn de la
sintesis gpero no la 1~s=presir5n por catabolito CBrown, {970D.

Dasmohaptre vy Thangamani 19750, Qroponen un mecanisme
. . . - .
crimarto de itnduccidn de la sintestis de dextranasa. Consideran Qque
— . - . .
una pequsna proporcicon de la enzima, productda de manera

constitutiva, libera productes de bajo peso molecular « partir de
dextrana, los cuales pueden entrar a la célula e itnducir la sintestis
mds tmportants de dextranasa. .

Los productos de la hidrdlisis snzimdtica de dextrana han sido
empleados también como inductores. Madhu y Prabhu C1984> obtienen
una alta actividad de dextranasa de Penlcillium aculz2aium cuando
utilizan un concentrade de dichos productos como fuente de carbono.
Fukumoto et al (19710 estudian el efecto inductor d2 alguros
oligosacdridos en Lla produccidn de dextranasa por P. Cfuteum. Sus
resultados revelan que la tsomal tosa, tsomaltotriosa,
tsomal topentaosa e {(somaltohexaosa, son capaces de inducir la
sfntesis de la enzima, aungue en proporcldn menor a la dextrana a la
misma concentracidn., Destaca sin embarge, el hecho de jgue 2l efecto
tnductor aumenta al incrementarse 2l Leso malecular del
oligosacdrido.

Por otro lade, Reese (19723 compara =1 poder inductor de
dextrena, isomallosa y dipalmnitato de isomaltosa, en la s{ntsszis de
dextranasa por Peniciflium  funiculeswm. La produccidn de enzima
cuando se utiliza =l ester como .inductor es 500 veces superior a la
obtentda con isomaltosa, y sélo un poco mayor que la obtenida con
dextrana.

Cualguier método que permita administrar =l tnrductor &n forma
lenta al microorganismo en crecimiento pgermitird mayor groduccildn
de enzima y reducird la represidn catoebdlica. St el organismo posece
una esterasa, los Ssteres de disacartdos gueden resul tar i(nductores
mds potentes que los disacdridos mismos. presumiblemente porgue los
ésteres no pueden afectuar represisn catabslica rero pueden
convertirse sn el disacdrido tnductor bajo la accidn de la esterasa
CReese, (9722,

El efecto de la concentrdcidn de dextrana en la produccidn de
dextranasa ha sido estudiacdo por Tsuchliya =t al (19520 y Fukumoto et
al (19712, en cultivos de Penicillium {utswm, P,  verruculasum 3 - P,
titacinus., La actividad de dextranasa extracelular alcanza su méximo
cuando la concentracidn de dextrana eén 2l medio de cultivo es de 2.
Sin embargo, el incremento en actividad enzimditica que se obtiene al
aumentar. la concentracidn de dextrana de { a &% no resulta muy
signtficativo.

Madhu y Prabhu (19840, estudian el 2feclo de distintos tipos de
dextrana en la produccion de dextranasa. Las dextranas uttlizadas,
difteren en su origen y peso molecular. Los resultades de este
estudio se muestran en la Tabla [lla.

En dicha Tabla se observa Que para una misma concentracidn de
dextrana C1%, el poder que el polisacd@ridc tiene como inductor de
la produccidn de dextranasa se tincrementa a medida gue aumenta su
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peso molecular,

Por otro lado, cuande se utilizan diferentes concentractones de
dextrana de un mismo tipo, se obtienen diferentes niveles de
induccidn, A4sU, para la dextrana de P. M. = 40 x 10°la concentracidn
que tnduce la mayor produccz‘.o’n de la enzima es 1.5,

Tabla I[Ila. Efecto de diferentes ttpos de dextrana en la
produccidn de dextranasa por Penicillium aculeatum C(Madhu vy Frabhu,
19845,

Fuente de Carbono. Concentractdn Actividad de
Inductor [ dextranasa
Cunidadess/ml>

\
-~ Dextrona cruda de = = = @ —mme—e- {.

0  mmmmemmeme— 74.0
L. mesentersides &
-~ Dextrana P.M.= 40 x 10  ——————~ 0.5  mmmmmm——— 26.5
——————— 1.0 e — e £6.0
——————— 1.5 ——— e — 74.5
——————— 2.0 ——— - 60.0
~ QOextrana P.M.= 275 000  ——~w=—== [.O  ————wm——— 20. 0
- Dextrana P.M. = I75 000  ——=————- 1.0 —emmee——- 6.5
- Dextrana Rallis =~ =  ————=-=— 1.0 ———==——-- 5.0
P.M = (20 000 + glucosa
=~ Dextrana P.M.= {7 500  -—=—-—-—-— 1.0 ——mm———— 10.5

bo Fuente de NI trogeno.

Sa han utilizade diversas fuentes de nitrdgeno en la
composicidn de medics de cultive para la produccidn de dextranasa.
Los mds comunes son: extracto de levadura. NaNO3, CNH4OE504, NH4NO3,
CNHAD2HFO4, peptona. licor de remojo de malz, vy Pharmamedia

Fukumoto et al 19710 y Madhu y Prabhuli984), estudiaron el
efecto de la fuente de nitrdgeno emplsada, e=n la produccidn. de
dextranasa por cultivos fingicos. En el primer estudio se encuentra
que la peptona vy 2l NaNO3 darn los mejores resultados., pero en el
segundo, se sefala al extracto de levadura como la fuente meis
aproptada. £n la Tabla (Va. se muestran los resultados obtenidos por
Madhu v Prabhu 19340, .

A pesar de su elevado precio, el extracto de Jlevadura
constituye la fuente de nitrbgeno mds utilizada en los medios de
produccidn de dextranasa. Las concentraciones a lus que se emplea
van de 0,5 C(Guilarte, 986> a 1% (Kosartic, [973D.

¢J Fuente de Fosfatos.

En les medios de producc£5n de dextranasa, el KHZPO4 y su base
conjugada son los compuestos mds usados como fuente de fosfatos yso
buffer. El KH2PO4 como fuente de fosfatos se utiliza en diferentes
concentractones: 0.5% CHultin y Nordstrom, 1949, 0.087% (Gutilarte et
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al, 19862, 0.2% (Fukumoto et al, 19715, 0.3% C(Madhu y Prabhu, 1984,
vy 0.5% CGutcho, [974; Hattori e Ishibashi, 1(98!{). HMientras que el
buffer fosfatos se emplea a una concentracidén de 0.1 M (Kosaric et
al, 1973D.

Tabla IVa. Efecto de la fuente de nitrégeno en la produccidn de
dextranasa por Peniclélium aculzatum CMadhu y Prabhu, [984D.

Fuente de Nitrdgeno Concentractidn Actividad de
[ Q) dextranasa
Cunidades ml>
NaN0Z2 mmmmemme— 0.2 W —ommemooe— 48. 8
—————————— 0.3 e ———————— 58. 8
NR4NO3 ~  eemmmmeee 0.1  ——--—m——e- 45.0
—————————— 0.2 e 47. 5
Feptona =+ ————==-—-- 0.2 W —memmmem—e- 10.0
—————————— a. 3 e 42.5
Extracto de - —-——-—-—-—= ag.2  mmmmmmemee— 70.0
levadura =  —==—-=—==~—- 0.3  —meeeee———— 50.0
Licor de remojo —-—==----- 0.1 =eeemmemee— 30.0
de maiz
d) Sales inorgdhtcas.
Algunas “sales tnorgdnicas han sido empleadas como

constituyentes de medios de cultiveo disehados para la produccidn de
dextanasas. Las mds utilizadas son: CaCl2, M3SO4, MaSO4, y FeS04.
Madhu y Prabhu 19840, analizaron los efectos de sales tnorgdnicas y
quelantes en la produccidn de dextranasa por Penicillium aculeatum.

Es impeortante conccer los efectos que algunocs fones tienen en
el _crecimiento y la preducctidn  de metabolitos fingicos. El
Ca adqguiere espectal tmportancia en ststenas de produccidn
extracelular de enzimas, ya Que, aungue se sabe gue 25 un 1én no
esencial para el crecimiento fiunglcoa, se conocen los papeles que
desempeia como actluvador enzimdtico 'y modificador de la estructura
de la membrana plasmdtica (Griffin, [D98().

2l Vitaminas

Aunque muy pocos autores reportan la utilizacidén de vltaminas
en el medio de cultivo, Simonson (19750 las i{ncluye en =l medio de
cultivo de Fuserlwn menilifsrme. Los compuestos usadesson: tilamina,
riboflavina, piridoxina, .Acides pantoténico y nicotinico, e
tnostitol.

£2 oM.

Se sabe gue en cultivos de hongos, el pH del medio no tiene
. - . ”
influencta en el pH citoplasmico, sus efectos sdlo pueden obserwvarse
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en la superficie celular y en los componentes extracelulares. La
mayor parte de dichos efectos se ejerce en realidad sobre les
constituyentes del medic, aunque se conccen ejemplos en los
compuestos metabolicamente activos de la membrana y pared celulares
COriffin, 1981D,

Los hcngos son organismos caracteristicamente tolerantes de pH
bajo, v la mayvor parte presenta un pH Sptimo de crecimiento entre
5.0 y 7.0 CBerry, (975). Sin embargo. el pH puede tener efectos en
la produccidn de una enzima extracelular independientements de los
Que tenga en el crecimiento (Eveleigh y Montenecourt, [9792.

Para la produccidn de dextranasa se han utilizado medios de
cultivo cuyas valores de oH estan entre 5.0 v 7.0, pero los estydies
efoctuados con respecto a la influencia de eoste pardmetro sobre ila

produccién de la enzima, sugleren valores mds basicos. ds{ cor
ejemplo, Tsuchiya et al CI952> obtienen la mayer preduccidn, a pH
SGptimo de 7.0 y 8.0 para Paccilomyces lifacinue NRRL W 895. v
Peniciléium  funiculesum  NRRL 1132, respect iuvanente, Simenson v
Liberta CL19752, obtisnen la mayer actividad eo=xtiracslular de

dextranasa on cultivos ds Fusarium meniliferme, cuando wutilizan un
e inicial cde 3.0, mientras gue Fukumoto et al C13710, obtilenen para
P, futeum, un pH Sptimeo de producctidn de 8.0. dAdemds, al gunas
especLes productoras de dextranasa tienen un o «Spt imo de
crecimiento alrrededor de 7.0, Tal es el caso de Paecilemyces
marquanrdit Yy Paecilemyces Cilacinus CSamsen, (974D,

3. Cendiciones de Cultive.
ay Inbculo.

Actualmente se reconoce qgue la consistencia de los resultados
experimentales en micologla industrial recae en bdbuena medida en la
estandarizacidn del Iindculo. Se han utilizado varios tigos de
indculo en la tniciacidn de cultivos jfingicos. Ya sea micelio o
esporas, el material biloldgico inictal debe tener la misma
viabilidad v la misma concentractdn cuando se agrega al medio de
cultivo Coriffin, (931D,

Cuando se dispone de una buena esporulucidn, la ocpcidn mds

conuenlente o35 un indculo de esporas. 5Su resistencia a condicicnes
aduersas, v su  uwiabilidad atn bajo condiciones Severas de
preservacion, Las hacen preferibles a Llos cultives wegetativos
CHeckenhull, (9800,

En cultivos de hongos productores de dextranasa, se  han
utilizado tanto indculos vegetativos como esporas. Los cultives
miceliales se transfieren en fase de crecimiento a una concentracidn
del k3 del volimen deal cultivo siguiesnte CGutcho, 1974;

Kosaric et al. 19735, _

La edad de las =sporas y su concentracién en el indculo
dependen de la cepa y de las condiclones de esporulaciZn. Para la
produccidn de dextranasa se han empleado esporas de 5 CHultin y
Nordstrom, 19492, 7 CBrown, (9700 y [0 dias C(.‘?suilarce et al, 1986),
La cantidad empleada como tndeculo va de x 1O esporas para 70 ml de
medio de cultivo CBrown, 19700, a ! x10 para &5 ml CGullarte et al,
19860,

15



s

b> Temperatura,

Las temgeratluras de incubacidn empleadas para los cultivos de
produccidn de la enzima han sido: 25°C CHultin y Nordstrom, 1949 ;
Brown, 1970), 26 a £8°C (Kosaric et al, 1973), v 30°C CGutlarte et
al, 1986; Gutche, [9742.

c> Agitacidn.

La mayor parte de los estudios orientados a la groduccidn de
dextranasa, se han efectuado a nivel de matraz agitado. En estos
sistemas se ha utilizando para el medio de cultive, un voldmen del
0% de la capacidad del matraz. Las velocidades de agtitacidn
empleadas estdn entre 200 C(Kosaric et al, [973; Guilarte et al,
1986> y 300 rpm CBrown, (3700, Sin embargo, Dasmohaptra vy
Thangamani i {9750, reportan mayor produccidn de dextranasa de
Pendcillivm  gonthinelbum cuando utilizan cultivos estacionarios en
lugar de agitados.

d) Tiempo de Cultivo.

El cultive de hongos dextranoliticos se ha llevade a cabo
uttlizando diferentes tiempos de fermentacidn, a saber: 4 dias
CKesaric et al, 1973D; 5 a 9 dias CBrown, 1970); 7 dias (Guilarte et
al, 1986>; v L0 dias CGutcho, (974; Hultin y Mordstrom, (949>,

4. Procesos de Froducctidn de Dextranasa.

Ademds de las publicactcones cientificas secbre la produccidn de
dextranasas, existe una buena cantidad de procesos patentados por
grupos de tnuestigacidn de palses como Estados lnidos (Baxter lab
Inc. US 2627643; Lever Bros. Co. US 3663327(; Brown R.G. US 36980022,
Japon (Sankyo Co. US 32702805; Res. Found for Microbial Disease of
Osaka Universtity, GB t433261) y la Unidn Souviédtica (lLomonosou State
University, SU 446543D.

5. Cinética de la Preduccidn de Dextranasa.

Una de las ventajas del trabajo a nivel laboratorio es gue
podemos estudiar una serte de aspectos del cullivo inicrebiano, que
nes permitirdn conocer la relacidn gue guoarda la sintesis de la
enzima extracelular con pardmetros comoe el crecimiento celular, el
consumo de nutrimentos, o La sintesis de proteinas.

Tanto el peso seco como el consumo de nrutrimentos puedsen
utilizarse para la estimacidn de la biomasa v el establecimiento de
una cinética de crecimiento. HMNientras que la determinacidn de

proteinas totales en el medio de cullivo, se wutiliza en la
determinactdn de Lla actividad especlfica <Cactividad enzimdtica
referitda a la proteina totald, pardmetro gue tiene especilal

importancia para la etapa de purificacidén de la enzima.

La produccién de wuna enzina, VY en general de cualguier
metabolito, puede ser trofofdsica, si esta asociada al crecimiento
del microorganismeo, o Ldiofdsica, st estd-disoctada de él. En el
primer caso la produccién de la enzima aparentemente no estd sujeta
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a ningdn tipo de represidn. En la produccidn idiojdsica en cambio,
la liberacidn tardia de la enzima puede presentarse en respuesta a
la aparicidn diferida de un inductor en el medic de cultiuve
CEveleigh y Montenecourt, 1979).

La produccidn de dextranasa no parece eslar asoctada al
crecimlento celular. Los experimentos de Kosaric et al (1973D,
Dasmohaptra y Thangamanii (19750, y Guilarte et al (19853, sugleren
que el cardcter idiofdsico de la produccidn se debe a gue Llos
oligosacdridos inductores productdos por hidrélists de dextrana,
aparecen con un desfasamiento del crecimiento celular.

La asociacidn o disoctacidn entre el crecimiente y la
produccién. de un metabolito, puede ilustrarse en una gréfica de
tasas volumstricas. En este tipo de grdficas, se relacionan las
tasas des cambio de concentracidn (A concentracidns/A tlempod con el
tiempo, lo gue permite observar si el crecimiento, la preduccidén vy
el consumo de nutrimentos coinciden o se encuentran desfasados. Sin
embargo, la mejor representacidn de un sistema de este tipo, esta
dada por modelos matematicos. En el Cuadro Ia. se muestran las
ecuactiones que constituyen el modelo de Luedeking-Piret, en el
cual se relaciona la tasa de formacidn de producto con la tasa de
crecimiento celular (12, con la blomasa (&), o con ambas de manera
simultdnea €3>, y gue itmplican asociacidn, disociacidn o asoctacidn

 parcial al crecimiento respectivamente CAiba et al, (973D,

Cuadro la. Ecuaciones cindticas para la sintesis de productos
en procesos fermentativos CAtba et al, (973D,

dpP dx ~ —eemm—mm——- Asoclaciado al crecimiento
1D = = o ==
dt cdt
dpP _ , o .
2> ot " 3 x — mmmemmee—e—— Disociado del crecimiento
2 %€ =« g% + 3 x --~= Combinado ¢ parcialmente asociado
al crecimiento
Conde:
%f = velocidad de sintesis o aparicidn de producto
g; = velocidad de crecimiento celular
x = biomasa

& = constante asociada al crecimiento

= constante de tndependiente del crecimiento
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Kosaric et al (1973, propusteron un modelo matemdtico
distinto para describir la relacién entre el crecimiento celular y
la produccidn de dextranasa en cultivos de Penicillium funiculssum:

9B Lkt b+ k2 v 1o + kI,
dt
donde: %: = yelocidad de aparicidn de producto
u = velocidad especi{fica de crecimiento celular
t = tiempo

ki y k& constantes.

. ! .
Este modelo describe un comportamiento idiofdsica de
produccidn de la enzima. -

6. Morfologia en Cultivo Sumergido. Secrecidn de Enzimas.

Les henges fillamentcesas presentan cuatro forwnas pgosibles de
crecimiento en cultivo sumergido: células semejantes a levaduras;
pequeiios pellets compactos; grandes pellets flocosos y; crecimiento
confluente en forma filamentosa. La mantifestacidn en el cultivo de
estas diferentes formas de crecimiento estd en Ffuncidn del
organismo empleado, del métode v cantidad de indculo utilizados., de
la composicidon del medio y, finalmente, de las condiciones de
cultivo CpH, temperatura, aireacidn, etc.> CSolomons, 1930).

Las wariaciones de la morfologla, ccasionan itmportantes cambios
bloquinicos,debide tanto a la forma misma de crecimiento, como a la
alteracidn de las propiledades fisicas del cultivo Ctransferencia de
masa, transferencia de 02, reologla, etcd> (Solomons. (975>, Sin
enbargo, la forma de crescimiento tisne sus implicaciones mds
directas en la tasa de crecimiento y en la concentracidn celular
alcanzade en cultivo. Asi, un crecimiento filamentoso. de cinética
exponencial, permite alcanzar concentractiones celulares de hasta

60 g-sl. El crecimisento en gellets, que sigus una cindtica cubica,

.1

solo permite niveles de (0 vy &0 gl CRhigelato, [375; Jelarons, 9200

S conoce poco del transporte de erzimas (particularmsnte
hidrolasas), a través de la membrana y la pared celular de hongos.
Sin smbargo, se ha hipotetizads gu? 25tas enzimas scn selectlvarents
empacadas en vesiculas, qu2 - subsecuentomenta se  funden con la
membrana y liberan su contenido en el espacio cercano a la pared
celular CGriffin, (9810,

La modificacidn de la membrana celular pusde promover la
liberactidn de metabolitos de la cdlula. Para favorecer la secrecidn
de enzimas, se han utilizado polienos y szurfactantes C(Eveleigh vy
Montenecourt,  [979>. En el caso de la dextranasa, la adicidén del
surfactante Tween 80 CO0.1%> al medio de cultivo duplicé la
produccidn de la enzima en P. funiculsswm (Reesea, [972).

” N .
IV. Caracterizactidn Morfoldsgica, Taxonomia vy Manejo de las Cepas.

Una de los aspectos fundamentales de los desarrol los
biotecnoldgicos constiste en el conocimiente y manejo adecuado de
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los microorgontsmos que se utlizan.

a> Importancia de la Taxonemfa en los Desarrollcs Biotecnoldgices

La tdentificacidn taxondmica de organismos de uso
biotecnoldégico tiene gran Umportanrcia. Por un lado, godemos integrar
a la especlie identificada en el marco del conocimiento bioldgico,
aportando infermacidn acerca de la morfolegifa v la fistologia del
organismo. dAdemds, la determinacién de la especie Jue se empleoa
resulta {ndispensable desde una perspectiva tecnoldgica.

El hecho de conccer con precisidn el género y la especie del
microorganisme que se va a utilizar abre las puertas de una gran
vartedad de informacidn Util que sobre &l existe. For ejemplo
CNakayama, [1981D:

Actividades bioldgicas ' .
Productos e importancia econdmica
Patogenicidad
Produccidn de toxinas, antibidticos, etc.

+ Ubicacidn dentro de la legislacidn sanitarta de células yro
eoroductos derivados

+ Tipos de indculo y su desarrollo

+ Manejo v preservaci&n

+ Productos o preocesos similares, utilizando la misma especie o
aspecies relaclionadas.

o+t

. . . . . g - .
La informacidn de este tipo, reuviste esgecial interés si se
busca el e=stablecimiento de procesos con aplicacidn comercial.

b)) Morfologia y Estabilidad

Las cepas de uso i(ndustrial deben poseer clertaos alribules
generales, independientemente de la naturaleza del producto y del
proceso de ingenierfa utilizados. Alguncs de ellos son (Nakayama,
19815:

- Estar como cultivo puro, y tener:

~ Produccidn abundante de unidades reproductivas (células,
esporas.etcJ,

~ Crecimiento vigoroso gara fines de desarrollo del {ndcuto,

- Produccién rdpida y fdcil recuperacidn del producto,

- Autoprcteccién contra contaminacciones micreblanas <(por pH o
produccidn de inhibldores>, vy,

- Estabilidad bioldgica.

Estabilidad bioldgica, se refiere a la aqusencia de
cambios morfofisilégicos qgue afecten de forma alguna el proceso de
produccﬁéﬁ o el producto mismo.

LUina cepa produc tora de enztmas debe ser caracterizada
morfofisioldgicamente para establecer un control de su estabilidad,
£l control fistoldgico puede basarse en los datos de cultivo 'y
producctér: del metabolite, mientras que el merfoldgico habrd de
basarse en las descripciones macro y microscdpicas que del organismo
se hagan,

Dentro de Lla morfologla filngica estdn inclutdas tanto la
mor fologfa colonial como la microscdpica. Verna y Herrero C1952),
establecen los caracteres mds importantes de una colontia fingica.
Pitt C1979> y Samson (19740, establecieron claves taxondémicas de los
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géneros Penicillivm Vv Pacilesmyces, respactivamentsa. Dichas - claves

se basan tanto en las coeracteristicas de la colenia, coemo en ol
oy . .

an&lisis microscdpico de los organismos.

£> Manejo v Preseruvacidn.

la estabilidad ae una cepa tien= wran imoorta.r‘cia. no sélo
la etupa de ,J.: vccidn., sino en luas de es,,'orul.lg Zn vy desarrollo
indculo. La ¥Ynica manera de asesur la =sstabitidad consiste
implementar un método adecuado de or z‘vactan del micreorgantismo.

En gensral, un busn método de preservacion debe cunplir con do
reqguisitos: dAsegurar una baja tasa de mulacidn, vV mantensr ung al
viabilidad del cultiveo (Hockenhull, (850D

"O{l"b
30

(o al
BRE
~

[+ IR

Para Aopeagiflus v ;Dirm’c({c‘éu.m‘ las tfonicas de ereservacidn
nds utilizadas en la actucltidad sc 12 liefilizacidn, &> secado en
tierra, y 30 congelacidn en M2 L Lqutdo CHockenhull, [Q800. Sin
embargo, Pitt (L9790 y Smith (185845 recomtendan el mantenimiento dJde
cultivos en agar o -~-20C com una buena ocpcidn para Penicillivem y

especies relactonadas.

Y. las Cepas.

Coemo se menciond anteriorment Clntroduccidn), en unra etapa
preuwia CA carge de Amanda Galuee y Baatriz Bustes D se efectud
el atslamiento de cepas oroduc toras de dextranasa extracelular., A

oartir de esa seleccidn grimaria fueron seleccilonadas clnce capus
de Hyphomycetes, cuya cindtica fermentativa se caracterizd en el
orasente sstudio. De ellas. dos fueron tdentificadas « niuvel Jde
sspscie v una 2 aivel de ginero.

El origen v ! potencial dextranelitico de cada una de las
cepas se muestran en la Tabla Va. Los resultades de actividad de
dextranasa fugrcen obtenides por dmanda G&luez y Beatriz PBustos
Cecomunicacidn personald en cultivos de 86 hores de duracidn,
utilizando el medio Kosaric Na.l! Cver dAgéndice), En la Tadbla Va
constan también la nomenclatura original de las cinco cepas, y la
utilizada en ests trabajo.

As?, tos objetives del presente estudio son:

. La caracterizacidn de cuatre cepas de honzos fllamentoses
con respecto a la produccidn de dextranusas en cultivo surergide a
nivel de matraz agitado.

2. La tdentificacidn taxondmica de Llas microorganismos Cdosd
gue presentaron mayor produccidn Jde enzima en las seleccionss
prunaria y secundaria.

3. £l arnalisis de algunos aspectos de la produccidn . de
dextranasa por las dos cepas qgue resultaron elegidas en  la
seleccidn secundaria, Dichos aspectos son:

+ El efecto del calcio en la produccidn de dextranasa,

+ El efecto de dos tipos de dextrana an la produccidn de
dextranasa.

+ La relacidn entre el crecimiento y la producciJn de la
en2ima. ’
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4 La

caractertzacidn

. morfoldgica de Llas
estudiadas, para fines de manejo y preservacién.

cuatro cepas

Tabla Va.

Caracteri{sticas de las cepas utilizadas.

¥ Identificadas a nivel de esgecie en =2l presente estudico
+ Identificada a nivel de género en el presente estudilo

.

(o4 £ P

Nomenc latura
original

Pentcillium A
Pe.'u'cké LLe i g
Penicilitun C
& Rosa
Paccilemyces sn
Paecilomyces

ltitacinus NRERL 895

7 Verde

A s
Nomenclatura

usada en el
presente estudic

Penicilbivm
nuapuregenuin A

Peniciléoum
nuapuaggenum - 8

Percicillivm
nuanpuaggenum  C

Paecilgmyces
ltitacinus 6GR

Paecilemycas sn
Paecilamyces
Eilacinus NRRL 895

Peniciblium on 7V

Fuente del
Alslamiento

Actividad de
dextranasa
Cunidades/mlD
@6 hrs en medio
Kosaric No. [

Atre 12.7

Zoln., de 15.7
dextransacarasa

Jugo de 20.0
caira
Dextrana 8.7
cruda
CEPARIO 2.5
F.Q. UNAM
COLECCION 1.0
MICROBI ANA
Guarapo 1.5
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MATERI AL Y METODOS

1. Procedimientos de Cultive. Cindtica de la Fermentacidn.

La composicién de los medios de cultivo utilizados durante el
presente estudio, se mnuestra en el dpéndice. En lo sucesivo, nos
referiremos al medio de cultivo gor un nombre seguido del numero de
lista que le corresponde.

{f. Desarrollo del [ndculo,

EL indculo para el cultivo sumergido consiste &n esporag
susgendidas =n agua estéril. La cantidad uttlizada ©s de [ x (O
esporas para 50 ml de medio de cultivo.

. )
ad Seleccidn del medio de esporulacidn.

Con @l fin ce obtener esporas para la co:nposicién del indculo,
se selecciond un medio de cultive adecuado para la esporulacidn,
Para dicha seleccidn, se procedld a Lnocular placas de distintos
medios sdlidos e cultivo., con cada ura de Llas cinco cepas
estudtiadas, Se utilizaron criterios de abundancia de esporas,
homogenetdad del crecimiento y estabilidad de celonia, mismos gue
fusron esvaluados o simple vista, ¥ con avuda un  mlcroscoplo
&5 i o Los wmedios

tereosclplcy  CZeilss, West Oermony,  4TEGG2 -G
probades  fusran: H-N Mo. 5. H-M No. 3, H-N No.7. Fosaric MNo.4, EMA
No.Q vy EMA No. (0.

El medio de cultlveo seleccionado para la producciln de esporas
fue el H-N No.s. '

b)Y Condiciones Cultivo,

Iy

Una wez seleccionado =l mnedio de cullive, se procedid o
preparar botellas planas para la esporulacidn. Las botellas de este
tipo son las mas adecuadas para el desarrollo del cultive, ya gue
permiten la observacidn del crecimiento., ademds de facilitar la
recugeracidn de las esporws. Lin wolidmen de 20 ml de medio de
cultivo, una wvez solidificado, aicanza un espesor de aproximadomente
0.7 cm,

Las totellas son incculadas por siembra en estria a partir de
un cultivo madre ('pre;:ervado en agar « :.?13'36.7, e (ncubadas a 25°C.
El tiempe de incubacion es de 8 a 10 dias en el caso de Poedcillium
purpegenum y  Panicillium sp TV, v de 12 dfas para los cultives de
Paccilomyces ltifacinus &R, Paecilamyces tilacinus MRRL 895, v
Powcilomyces »n be. Paralelamente se tncuban cultiuves en placa con
el mismo medio de cultivo para la observacidn de la colonla gigante
y el control de la estabilidad mor foldgica.

c) Resuspensidn de Esporas,

Las esporas producidas en las botellas de esporulacidn son
resuspendidas en agua destilada como a co,ntinuacién se explica: ‘se
agregan 10 a 15 ml de agua destilada estéril por botella, se agita
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suguemente y & obtien® una suspgensidén en un tubc de ensaye, de
capacidad suficiente para que el volumen de la suspensidn no cocuge
mds de la tercera parte. Para tener una susgensién homogénea, debe
agltarse vigorosamente e impedirse la acumulacidn de las esporas.

d> Conteo de Esporas. Inoculacidn.

Cen el fin de estandarizar el ‘néculo se efectda un
conteo de esporas a partir de  la suspensidn.
El conteo se realiza de la sigulente manera:

+ Una gota de la suspensidn de esporas se coloca sobre cada una
de las celdas de un hemoctitdmetro (o cdmara de Meubauer), y se cubre
con un cubreobjetos.

+ La muestra se analiza en un microscopio Sptico. Dependiendo
del tamaific y color de las esporas, pueden utilizarse los objetivos
de 40 o (0 %,

g
+ Se cuentan las esporas contenidas en [0 cuadros (0.04 mn"crud
de cada celda.

+ _g total de esporas centado en 20 cuadres se encuentra en
80 x 10 “ml de la muestra, lo gue nos permite calcular el nlmero de

esgoras que contiene ! ml de suspensidn.

. ; 7
ElL indculo para cada matraz consiste de [ % 10 esporas,
contenidas en { £ 0.5 ml de suspension.

2. cultivo Liguido.

ad Medios de Cultivo.

Se utilizaren distintos medios Liquidos de cultiwe para la
caracterizacidn de las cindticas fermentativas.

+ Caracterizacidn del crecimiento y la produccidn.

Todas las cepas se cultlivaron en el medio Kesartc MNo.4 para
caracterizar la cinética de crecimiento y produccidn de dextranasa

+ Diferenciacidn bioguimica de Penicillinm purpursgzaum.

Les tres atslamtentos originales de Penicillium puanpurggenin
CA4, B y C>., fueron cultivados en el medio de Koszaric No.2, con el
fin de caracterizar su cindtica de crecimiento y produccidn de
dextranasa.

++
+ Efecto del Ca .

Las cepas de Paecilemyces (ilacinuwo 6R y Paccilomyces sp  be

a3



fueron cultivadas en el medio Kosaric MNo.5., gue carece de CallZ, con
el fin de evaluar su cinética en ese medio, y  comparar les
resultados con leos obtenidos en medio No.d4 (CaCl2 0.047>. Ambos
medios tiepen. como fuente de carbo_ﬁg dextrana grade industrial y
difieren sélo en la presencia del Ca

+ Efecto del tipo de dextrana.

El efecto gque el tipo de dextrana tiere en la sintests de

dextranasa v otros pardmetros fue probado en cultivos de
Paecilomyces lifacinus SR v Paecidemyces sp be. Para elle, anbas
cepas se cultivaron en el wedio Kosaric Mo.2, el cual incluye
dextrana T 70 como fuente de carbono. Los resultados han de

compararse con los obtenidos en el medio Kosaric No. 4.

Los medieos Kosaric Mos. 3 y 4, diftferen unicamente en el tigo
de dextrana qgue se usa como fuente de carbono. El medio  No.3
contiene dextrana T 70 C(Pharmacia AB, Uppsala, Swedend, ceon un
P.H. = 70 000 claLL%ns, mientras que el No.4 incluye dextrana gradoe
industrial CSigmna Chemical Co. St. Louls Mo, USAD, cuyo peso
molecular tiene valores desde 5 x 10° hasta 40 x 10° daltons.

b) Condiciones de Cultivo.

El cultive L{quiclo se efectud en matraces Erlenmeyer, Una
suspensidn de esporas se utilizd para tnocular por lo menes una
unidad exgerimental, la cual consiste de un duplicado de matraces,

El cultivo se desarrolleo bajo las sigulentes condiciones:

+ Matraz Erlenmeyer de £50 ml, zon 50 ml de madio de cultivo
por matraz C20% de su voliuinen)

+ Agitactdn de (10 desplazamientos Llineales (8.5 cm. 2> pog
minuto, en una agltadora marca MNew Brunswick Scientific Co. Inc.
CEdison N.J. USAD.

+ Temperatura controlada o 28 £ | °c.

+ Tiempo de durac ién del cultivo, 2 a 10 dius.

c> Muestreo

La muestra del! cultivo s tomada diariamente en condiciones de
esterilidad. Su volumen oscila entre t 3y 2 ml, de forma tal que al
octave dia de fermentactdn, el wvolumen total del cultive sea
aproximadamsnte del 807% del wvolumen inicial. [nmediatamente despuds,
la nmuestra es entrifugada a 3000 g durante 5 minutos en una
centrifuga Dameon [EC HT C(USAD. La pastilla es enjuagada con agua
destilada, y secada a 70 C durante 20 a 24 horas. El scbrenadante se
divide en dos porciones, una se uttliza para la inmediata
determinactdn de actividad de dextranasa, y la otra se congela .a
-20°C para la posterior cuantificacién de carbohidratos totales y
protetna soluble.

Es i{mportante hacer notar gue debide al pequeffio volumen de la
muestra, el peso seco de la pastilla de centrifugacidn no puede
considerarse  como una estimacidn confiable de la bilomasa del
cultive. Sin embarge, Llos datos presentados en la seccidn de

24



resul tados, son valorss de peso seco estimados ast,

3. Metodos Anallticos.

El andlisis guimico de las muestras se llevo a cabe mediante
me todos espectrofotométricos, ut i lizandeo un espectrofotdmetro
marca Shimadzu UW-120-02 CJapand.

a) Evaluacidn de l_a Actividad de Dextranasa.

La actividad de dextranasa del scbrencdante del cultivo fud
estimada por la medicidn de azucares reductores liberados a partir
de dextrpgna T 70 CPharmacia, AB Uppsala, Swedend, con P.M.= 70 000
daltons. Los azucares fueron determinados por una modificactidn del
método original del dcido 3,5-dinitrosalicilico CONSOCSumner, 19245,
que estd pasada en el método reportado por Hosaric et al C1973D.

La solucidn de dextrana esta compuesta de 2.5% /v de dextrana
T 70 &n un buffer de acetatos 0.1 M a pH = 5. 4.

La evaluacidn de la actividad enzimdtica consiste en ol cdlculo
de las velocidades iniciales de reaccidn, esto es, la cuantificactdn
de los azucares reductores liberados por unidad de tiempo durante
la etapa de veloctdad inicial de hidrélisis de dextrana. Fara ello,
se utilizaron primariamente dos protocolos:

12 A un volumen de { ml del zobrenadante del cultive o de su
dilucidn, se le adicionan 2 ml de solucidn de dextrana. se agita vy
. - < .
se tfncuba en un baho a 40°C. A partir de esta mezcla toman

S
muestras de 0.5 ml a diferentes tiempes de recccidn, por ejempleo: Q,
5, (0 y |5 minutos. La muestra se adiciona de i(nmedicato a 0.5 ml de
reactivo de ONS, vy se calienta en un buio de ebullicidn por 5
minutos para el desarrollo de color. Ura vez fria, se mide densidad
Sptica a 540 nm.

La dilucidn de la enzima o del scbrenadante debe germitir
lecturas de D.0O., en un rango de 0.{ — 0.9,

2) Un woldmen de 0.3233 ml de la soclucidn de Jdextrana se
adiciona a 0.167 ml de scbrenadants (e una dilucidn de ésle), se
agita y se incuba en un bano a 40°C. Paralelaments es tncubado un
blanco de reaccidn. que consiste en wuna mezcla con la misma
relacidén 2:! dextrana-sobrenadante, pero utilizando una nuestra de
sobrenadante on la gue previomente se tnactivo la enzima. Al cabo de
10 minutos de (ncubacidn se procede a cozrexar 0.5 ml de recactivo de
DNS. El desarrollo de color y la medicidn de Jdensidad Sptica se
efectdan de (gual forma gue en ¢l protocolo CL2,

lLa tnactivacidn de la enzima para =! blance de reaccidn, se
sfectda por calor,colocando la muestra del sobrenadante en  un
bare de ebullicidn durante 2 minutos.

La actividad enzimitica de la mayor pgarte de las muestras se

P

determind stguiendo el protocolo (2>, Las razones de =stu eleccidn
fueron las sigulentes:

+ Para las concentraciones de enzima gue se manejaron, la

relactdn entre liberacidn de azucares y tiempo, es perfectamente
, . ;
lineal, por lo menos hasta los 15 minutos de reaccion. . De esta
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manera, una Unica determinacidn de azucares reductores Lliberades a
los 10 minutos de incubacidn representa una buena estimacidn de la
velocidad inicial de la reaccidn enzimdtica.

+ De hecho, st para wuna misma muestra del cultivo se siguen
ambos protocolos, se obtienen valores tguales de velocidad itnicial
de reaccidn.

+ El protocolo C20 permite la determinacidn de un mayor numero
de muestras en el mismo tiempo.

. 7 .
La concentracion de aaucares reductores determinada pgor el
3
metodoe del DNS se basa &n una curva estandar de glucosa, cuya
T .
ecuaclan es:

D.0. 540 nm = C0O. 82693 l/g de glucosal)(g de glucosasll —- 0,01297,

e ) =
que tiene un coeficiente de correlacidn r~= 0.99975

b) Actividad de Dextranasa. Unidades.

Una Unidad de Actividad de Dextranasa CU.A4.0.) estd definida
como un micromel de glucosa liberado por minuto en la mezcla de
recccidn:

U A.D. = 1 umol glucosa” minuto
La actiuvidad de dextranasa on 2! presente sstudico, 5o expresa
como la concentractdn de U. A.D. en el sobrenadante de fermentacidn,
y estd definida como las Unidades de dctiwvidad de UDextranasa
CU. 4. 0.0 por mililitre de scbrenadante:
Actividad de dextranasa = U. A.D. 7~ ml de sobrenadante

del cultivo

2 Determinacidn e Carbohidratos Totales.

La cuantificacidn de los carbohidrates lotales de
de la fermentacidn, se Llevd a cabo stgulendo e
Fenol-sul fiirico descrito por Dubois et al <1956,

Utilizando glucosa como estdndar., se obtuvo wuna curva cuya
ecuactdn:

D. (3,490 nm = C0.0[0575 ml-rug de glucosalr)Cug de glucosasml) + 0.01583

. .o . . [~
tiene un coejficiente de correlacidn r“= 0. 9959

d) Determinacidn de Protelna Soluble Total.

La protefna soluble totel del sobrenadante se cuantificd
sigutendo al mdtodo simplificado de lLowry <Feterson, (977).
La curva estdndar de albimina sérica bovina (BS4> estd

descrita por la ecuactdn:
D.0.750 nm = CO.00748 ml/ug BSAXCug BSA/ml> + 0.03503,

con un ceefictiente de correlacion r2= 0. 93858
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I1. Caracterizacidn Morfoldgica y Taxonomla.

Las observaciones conducentes a Lla caracterizacidn de la
mor fologia colontal, se llevaron a cabe con ayuda de un microscopio
estereoscSpico (Zeiss, West Germany, 475052-9901).

Para la taxonomia y la caracterizacidn microscdpica de las
cepas se utilizd un microscopio Sptico. binocular (Zeiss, West
Germany, 473015~-33901>, calibrade para mediciones en una sola
dimension.

Y Morfolegile Colontal,

Los caracteres de colonia Ccomo forma. tamaio, censistencia,
etc. 2, ze describen siguilendo los critertos de Verna v
Herrercl1952), Pitt 19790, y Samson (19740, Los colores descritos
se basan en la clave de Kornsrup y Wanscher (1978). ‘

La merfeolegfa zolental de las cepas de Pepicillium puapurggenum
cnicilléum an TV, se describe puara cultives en los siguientes
: CYA No. 2, EMA No.9, GE5N No.lt, H-N No.8.

Para las cepas de Pazcilemyces, los medics utilizades para la
Sn de la colonia son: EMA Nos.9 v 10, y H-N No.&.

2
L)
1
3
=
.
v
b}
~.

s .z s . PPt
bh) Identificacton Taxendmica de Penicillium.

La identificacidn a nivel de género de Ponicillium puapuregenum
CA, By €Oy Poncidlivm 2p 7Y, se llevd o cabo sigulende la clave
le Von drx (9710,

. Pite CL979), establece una clave para la identificacidn a nivel
dé especie de lLas cepas pertenecientess al género Penicillinm.

Los caracteres utilizados por Pitt C1979) on la clasificacidn
de Penicillium, se basan principalmente en caracteres microscdplcos,
de  manera secundaria en los datos de crecimiento en diferentes
medios de cultiwo vy, en tercer tdrmino, en Llas descripciones de
morfologla colonial. A4 continuacidén se exponen de manera resumida
los critertos utilizades en la clasificacidn e tdentificacidn de
Pericillivm a nivel de wspectle.

+ Caracteres micrescdplcos.,
- Estructura Jdel conididforo

monouartict lado
- Estructura el penicillo bruerticilado
terverticilado

HY fas
Estipite
- Dimensiones, forma y Ramas. y rdmulas
caracteristicas de MEtulas
Fialides
Contdios

-~ MiImere de ramas, rdmulas, métulas y fialides 'por vertictilo.
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+ Datos de Crecimiento a los 7 dias de incubacidn

. CY4A No. 8 a EEOC
- Registro de formacion de colonia EMA No.9 a 25C
y medicidn de su didmetro GE25N No. 11 a 25°C
en di ferentes medios vy temperaturas CYA No.8 a 37°C
de cultivo CYA No.8 a -5°C
Tamano v forma de coleontia
Color del micelio
+ Caracteres de la Color de lo contidiogdnesis
colonta Forma del crecimiento micelial

f Textura de la colonia
Color del reverso de la colonia
Exudados y pigmentacidn soluble,

Para el examen de los cultivos, Pitt (19790 suglere una
metodologla:

i> Medicidn del didmetro de colenia utiliszande la tdcnica de
luz transmitida. El didmetro debe medirse exactamente a los 7 didas
de cultive y expresarse en milimetros.

LLY Los caracteres de colonia se registran a simple uista o en
estereoscopla, uttlizando un atlaes pare la descripcidn de los
colores.

{ti) La observacidn de los caracteres microscdpicos se efectia
por microscopia Sptica. Se utilizan distintos aumentos para el
andlisis microscbpico.

+ EL objetive de 10x se utiliza para la ubicacidn de campos
visuales, y pura la descripcidn de hdbitos funiculosos o coremiales,

+ Con el objetivo de 40x se pueden efectuar observactiones del
penicillo completo, y la medicidn del estipite.

+ Para apreciar formas y texturas, y realizar las mediciones de
ramas, métulas, fialides y conidios, debe utilizarse el objetivo de
100x o tnmersidn.

vy Se recemienda la tincidn con fuchsina &Gcida, y el montaje

en lactofenol.

¢ Identificactidn Taxondmica de Paecilemyces.

Para la {dentificacidn a niuvel de género de la  cepa
Paecilomyces lilacinus 6R, se utilizaron las claves cde Von Arx
C1971>, y Samson C{974), :

Al hacer la primera revisidn del sénero Paccilemyces, Samson
(1974> establece una cLast’fL‘caciJn basada en caracteres de
marfologia microscdpica y celontal. . o

La metodologla de Samson se basa en el andlisis de cultivos en
medio EMA No.10, incubados durante f4 dias a 25°C. Los carac teres
utilizados en la clasificactdn son: ‘




..
Diametro

Forma
+ Caracteres de Color
la colonta Color del reverso
Qlor
Textura

Pigmento soluble

Hi fas
+ Color, forma y Conididforos
dimensiones de Filalides
Conidics
. * resencia forma \Y dimensiones de ascosporas,

clamidosporas y ascomas.

H . . .
IIIl. Preservacicn y mantenimniente de las cepas.

Con el fin de mantener la estabilidad de las cepas utilizadas
en el presente ztudto se implemantaror dos métodos de
e -~ g .
preservaciton. Ambos métodos son considerados como aproplades para
Peniciélium v géneros relaclonados por la Commonuweal th Mycological

Society CSmith, 19840,

1. Métcdo de preservacidn de esporas en tierra =stéril.

+ Un poco de tilerra de rio es cernida Cmalla 10>, v secada a
L= 2
Q0°C por tres dias.
+ La tlerra es colocada en frascos viales (Sl

occupe un poco mds de la mitad del volumen del frasco.

v a gque

+ Se agrega un volumen de agua squiuvalente en peso «al [0% de
la tierra del frascc.

+ Se esteriliza tres wveces por una hora, « 1[5 lb de presidn
y 12¢°C.

+ Fe agregon 2.5 ml de una susgcensifn de esporas en aqgua

-

destilada wstir
+ Se mantienre 2 temperatura ambisnte durante 3 a 5 dias, al

. . L= 1

cabo de los cuales se coloca en refrigeracidn a 4 C.

o)
el
v

Las esporas s& mantienen wickles. y con una baja tasa de
mutacidn por un #spacio de uno a cinco cRos. Para el desarrolle . de
una colonta, basta con colocur algunas par:{culas de tierra del
preservado en un  medio  de cul tive apmroplada,

. g
2, Mitodo praseruactidn an agar a-207C.

Las. cepas von mantenidas en agur a0 —~S07C00 Para ello son
cultivadas on tubo tnclinado hasta obtener una colonta modura,

Lo sdad de los cultivos sometides u congelacidn, y ol medic de
cultive utilizado, dependieron de las caractertsticas de crecimiento
de cada una de las cepas. Fara la preservacidn e Peaicillium
npurpuregenum CA, B y CO vy Penicillium sn 7V, se utilizaron cultives
on medics H-N Mes.6 y 7, y CMEAM No. (2, incubados durante 7 dias a
e5°c. Para Lla preservac idn de las cepas de Pazcilsmyces se
emplearon culttivos de 14 dfas de =dad, cultivados en medios H-N Nos.
6y 7., a d5%C.
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ESQUEMA DE TRABAJO.

Penicilliium A4
Penicilliium B
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ClPaccifomyces Cifaciniws SR
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Cepa A

Caracterizacidn de la
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CMedio Kesaric No. 4D

.’ -
Preservacion
de cultivos
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lo P.A —— —-= P. purpunegentm A
P.B -- Identificacidn -— P. puapurggenuan 8 Toxigénicas
p.c -- taxondmica -~ P. puapuasgenum C

o 8. R -—

—= Paecilomyces Cifacinus BR

3o Poecilemyces on

Selwccildn de
Pazcilemyces lifacinuws BR vy Paevcilemyces spn be
CMo toxigénicas)

Estudios previos a optimizacidn
sobre la produccidn de dextranasa

Efecto del Ca’™’ Efecto del tipo Asoctacidn
[ Medios Kosaric ) de dextrana crecimiento-produccidn
Nos. 4 vy . .5 Medios - Kosaric)CHedio Kosartic No. 5>
[ Nos, 3y 4 }
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L:s' resultlades del pressnie estudia‘ se diuviden par su
exposiclon en dos seccleones. En la seccion [ se muestran los
resultados de la caracterizacidn de las cepas en cultive Lv.'quido en
matraz agitado. en cada uno de los medicos utilizados., En la seccion
1 se muestran los datos de crecimiento y morfelegfa colonial de
tedas las cepas, asl come les de morfologla microscdpica vy
taxonomia para aquellas que se tdentificuron a nivel de especle.

. . 7 . . .
Para la validacticon @stadistica de los Jdiferencias sncontradas

experimentalmente se utilizd la prueba de t de Student, para
la diferencia significativa de medias.

I. Cultivo sumergideo. Resultados experimentales.

4. . , P . . ’ .
{. Diferenciacton fisiolegica de P. nurpuragenum 4. B y .

Los tres aislamtentos originales de Penicldlium purpurggenum
CPenicillium 4, B y €D, resultaron ser iLdénticos tanto en morjfologia
colontal, como en morfologla microscopica. Para demostrar st se
trataba de wariantes fisiologicas se efectuaron zcultivos en matraz
axttado, utilizande el medio Kosaric Ne.&, y se analizaron la
producctidn de dextranasa y de peso seco celular. Les resultades se
muestran en la Tabla I[r. vy en las Figuras [y 2. No se encontraron
A1 ferencias significativas Cp < 0.01)0 en cuanto a produccidn de
dextronasa CFig., (.0 o a produccion e enzima por pezo seco
CFig. &J. En experimentos posteriores se utilizd exclusivamente o la
cepa Peniciélium puapuregzaum A, considerande gue  los  resultados
cuaden extrapalarse a B y C,

. .7
2. Caracterizacion de las Ceopas comoe FPreoductoras de Dextranesza.

. g
La caracterizacion de las cepas como productoras de dextranasa
2n cultivo swaergido, se =fectus utilicando ol medio Kosaric No. 4.

En  estos cultives fusron estudiadas las concentracicnes e
. 4
dextranasa, 230 seco, carbehidroatos totalss vy proteinn soluble
. . T
durante la fermentacidn., En lo gue sigue, =sze hace una ralacidn de

c
; . e
las tablas v flguras donde se muestran los resultados de la clnetica
"
de la fermentacion de cada cepa:

Penicillivm prapuaspenm A Tabla [Ir. -- Figura 2
Penicillivun sp 7V Tabla [IIr. -~ Figura 4
Paectlamyces osn be Tabla VIr. - Figura 6
Paecilemycen Eifacinws &R Tabla YIIIr. -—- Figura [0
Paecilomyces (ilacinws NRRL 895 Tabla Xr. -- Figura (2

En la Tabla Or se muestran los resultados de la determinacion
de proten’na soluble y carbohidratos totales en los medios de cultivo
Kosaric Nos. 4 y 5. Estos resul tados son pues los valores inicliales
Ctiempo = 00 de dichos parametros. ’

En las Tablas de resultados se escriben, ademds de los

31



resultados numéricos, al gunas observacitones sobre aspecto y
morfologia del micelio en cultivo sumergtdo.

En la figura 3 se observa una curua de produccidn de dextranasa
que llega a su mdximo entrte las 865 y las 90 horas de cultivo. A
partir de ese momento, la cantidad de enzima en el sobrenadante de

la fermentacidn disminuye progresivamente, La preduccion de
dextranasa se encuentra asociada en Penicillium purpuregenum 4. No
ocurre Lo mismo con respecto a la proLeL'na soluble, cuya
concentracidn se incrementa hasta alcanzer su maxim o las (85

horas. De esta forma, la actividad espectlfica de de dextranasa, Que
alcanza 104.8 UAD/mg prot a las 90 horas de cultive se reduce a 39. !
UAD/mg prot Cla tercera parte aprox.2 a las [85 horas (Tabla IIr.

En la figura 4 y en la Tabla I[IIr, se muestra la escasa
produccr.on de dextranasa obtem.da en cultivos de Peniciblium »p 7V.
Tanto la producctdn de protefna extracelular como el consume de
carbohidratos fueron bajos, sin embargo, la produccidn de biomasa
fue’ elevada e tincluso superior a la presentada por  Penidiblivm
puARRAISGRRULM. A.

Los resul tados de la caracterizacion del cultivo de
Paccilamyces osn bec se muestran en la figura IVr v en la figura 5. En
la figura 5 se puede apreciar una disociccidn entre el crecimiento v
la produccion de dextrcmasm Asl, a las &5 horas de cultivo, cuando
apenas empieza la produccidn extracelular de la enzima, la blomasa
ha alcanzado su mdximo nivel, y mds de la mitad de los carbohidratos
se ha consumido. La concentracion de protefna soluble en el medio de
cultivo se ircrementa mds lentamente que la  produccicn de
dextranasa, de tal suerte ,que la cctividad especz.fu:a aumnenta hacla
el final de la fermentaciocn.

Un comportamiento parecido se presenta en la cepa Paecilsmyces
fibacinuws 6R Cfigura 10, Tabla YIIIr). &n sste casc existe tambidn
una disociactidn entre la produccidn de dextranasa y los parr,z'metros
relacionados con el crecimiento (consumo de carbohidratas y

produccidn de biemasad. La produccidn de protefna soluble se
estabiliza hacta las 1356 horas de cultivo, mientras que la

produccion de dextranasa continda en aumento hasta el final de la
fermentacidn. En ese momento (I35 hrs.), la activided esgecifica de
la enzima alcanza un valor de [01.032 UAD/mg prot (Tabla VIIIrD.

En el caso de Paecilenyces Lilacinus NRRL 895 (figura 12 v
Tabla Xr2, la produccio’n de la enzima tampoco astd asccilada al
crecimiento celular, y sl =n cambio a la secrecidn de proteina.

Las cepas fueron comparadas con respecto a los nluveles de
actividad de dextranasa, actividad especifica de dextranasa,
actividad de dextranasa por carbohidratos consumidos, consumo de
de carbohidratos, vy prOCeL'na soluble en el sobrenadante de la
fermentacidn. Las cindticas comparativas de cada uno de estos
parémezros. se muestran en las Figuras 20, 21, 22, 23 y 4.

En la figura 20 se compara la produccion de dextranasa en las
ctnco cepas analilzadas. En  dicha g;ra'ftccz se observa que la
oroduccidn de la enzima en cultivos de  Penicilliwm  purpursgeniim - A
stgue wuna cindtica diferente al resto r’c- las cepas. Penicilliwm
nuapuregenum A produce la mayor concentraclc dn de dextranusa en las
primeras 65 horas de cultivo. A partir de ese nomento, la
cantidad de enzima disminuye progre_aLvu-wnce El resto de las cepas
produce la  enzima extracelular mds lentamente. La mdxtma
concentracion de dextranasa C19.2 UAD/ml> se alcanza en cultivos de
FPaecilamyces lilacinus 6R a las (85 horas. .

En la figura 21, en la cual se muestra la cinética comparativa
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de la actividad especl{fica de dextranasa, e aprecila un
comportamiento semejante al de la figura 20. En este caso, es la
cepa  Peniciflivum puipuaggewnum A la  gu alcanza mayor actividad
espaclfica C104. 31 UAD mg protd>, a las 90 horas de cultivo.

La cinstica comparativa de produccion de dextranasa con
resgecto al consume de carbohldratos se muestra en la figura 22. En
alla se observa que la cepa gue produce la mavor cantidad de enzima
con respecto a la dextrana gue metaboliza, es Paecifsmuces Clilacinus

0

ER C2. 1 UdAD/mg corb, [85 heras de cultivo)d.
En la figura 23 se muestira qQue, con =2xcepc (dn de Penicillium AN
T, tas cuatro cepas restantes consuwnen la totalidad de los

carbechidratos L'?.‘C!."Le“ en 20 ’zoras de cultivo,

La concentracion de protelna soluble presenta un mismo patron
de comportamiento durante los cultivos de las cinco cepas
estudL adas Cfigura 242. En tedes elles, las protefnas alcanzan su
mintma concentracidn hacia las 40 hOras de cultivo., A partir de ese
momento, las proteinas secretadas itncrementan la concentracidn hasta
el firnal de la /ermentacidn. Las cepas Paecllomyces »>n bc,
Paecilemyces filacinus SRy .Pmaw[ium nuapuaggenum A, presentan
una elevada producc idn de protelna extracelular.

En la Tabla XIr, se sintetizan los resultados de pz‘oducctc;n de

dextranasa en medio No.4, por Llas cilnco cepas estudiadas., En
dicha Tabla, se muestran los valores mdximos alcanzados por cada
cepa con respecto a actividad Jde  dextranasa, «actividad
especifica clea dextranasa, hYJ actividad da dextranasa cor

carbohldroatas consunides.

Las coegas FPaccilsmpces osn be v Pawcilenpees  filacinus SR fueron
salecclionadas para estudios posteriors:s [ cepa Peniciblium
purnuregenun A se descart c fOr pertenecer . una ppcle ascclada a
la producr-in’n de rubratoxina, una potents te tna CPitt, 1979;
Smith, 19855

37
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3. Efecto del Ca en la Produccidn de Dextiranasa,

Para conocer =l ofecto del Ccz++ are Lo produccio'n de dextroanasc,
las cepas Paecilsmyces fdaantﬁ_ B8R  y  Paecilemyces on  be fueron
cultivadas en un medic sin Ca Ckesaric No.5BD>. En dichos cultivoes
fue analizada la produccio'n de dextranasa y peso seco celular, el
consumo de carbohidratos,y la concentracion de proteina soluble. Los
resultadcs de la cinstica de fermentacidn de esas cepas en medio
Kosaric No. 3 s@  muestran en. la Tabla VIIr y la Figura 7
CPoecilomyces on becl; y en la Tabla IXr y la Figura (! (Paecilemyces
tilaciroes BRO.

Comparande los resultados cobtenidos de las fermentaciones en el
medio gue contiene Callé (No.4), con los wcbtenidos en luas que se
utilizo el medio sin Call2 (No.52, podemos apreciar el ef‘;‘«:to del
Ca tanto en la actividad, coma en la actividad especlfica de
dextranasa. Las Figuras (4 y 15 nueastran dicho efecto en cultives de
Paccilamyces Hn b y P lilacinus 6R, respectlivamente,

£l Ca tuvo efecto sdlo en uno de Los para'me tros esvaluados
en cultivos de Paecifoemyces Cifacinus SR, En di choes cultives
CFigura 15> la actividad especlfica de dext ranasa fue

signt ficativamente mayor Cp < 0.012 eon el medio Kosaric No.5
Cstn CaCl@d que 1 el medio No.4 CCaCle 0.042. El efecto del idn,
se manifiesta a p:rtir de las 90 horas de cultivo y hasta el final
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.
de La fermentacion.

4. Efecto del Tipo de Dextrana en la Produccion de Dextranasa.

Tante Parcilsmyced sn &c como P, Libocinus BR fueron
cultivados en un medilo, (Kosaric No. 22, cuya fuente de carbono es la
dextrana T 70, con un P, M. = 70 000 daltons. Los resultados de

cinética de crecimiento vy produccidn de dextranasa en ese nedlo. se
nuestran en tas Tablas Vr y Vr, v en las Figuras 5 y Q.

Con el fin dJde conocer el afecto que &l tipo de dextrana tilene
sebre la produccion de dextrunasa, deben compararse los resultades
del cultive en medio Kosaric No.3 (dextrana T 70 P.M.= 70 000, con
los obtardidos en ol nmedio Kosaric No.4 (dextrane grade itndustricl
P.M= 5 x 10~ 40 = 1070, Dicho efscte puede apreciarse en las
Figuras 16 y 7.

En la Figura 16 se (lustra el sfecto del tipo de dextrana en la
actividaed de dextranasa., en cultives de  Pescifempces on b Cad, y
Paecilemyces Cilacinus 6R CbD. En ambos casos, « partir de las til
horas de culitive la px‘oduccicfn de enaima fue' sitxnt flcativamente
rayoer Cp < 0.012 =n el medic Xoszaric No. 2 Ceen dextrana T 702, gue
en el medio Kosaric Mo.4 (con dextrana grado industriall.

En la Figura 17 se t(lustra el efecto que el ltipo de dextrana

tiene sobre la actilvidad de dextranasa por peso seco, preducida en
cul tivos de Paecilesmyces osn be Cad, y Paecifomyces filacinws SR (bD.
La producc tdn de dextranasa por unt dad e hilomasa es
signtficativanentes sugerior <p < 0,012 cuando s& utiliz medio
Kosaric No.2 (dextrana T 700, gue cuando se& emplea =21 No.4. Estosz
resultados se manifiestan a partir de las 30 horas de cultive en el
case de Pawtlemyces op bo, oy de las 136 horas en =1 caso de
Paecilemyces Lilacinus GR.

.’ .
5. Ralacion =ntre Consumo de dextraona v Produccion de
Dextranasa.

. 7 N
Para conocer la relacidn gue guarda la produccidn de dextranasa
con respecto al crecimisnto en cullives d2 Poecibomyces sn be oy

. . - . . ! .

P, tifacinus SR, asumimes gue la concentracion de carkbohidroatos
. . . Y ] :
consumlidos constituye una buena 2stimacion de la blemasa. Asi, para
log cultivos de ambas cepas en 2l medio Kosaric Neo.5, se calcularon

las tasas volumétricas de cambio de actividad e dextranasa Y
consume de carbohidratos. La relacidn entre las tasas volundiricas y
el tilempo se (lustra en las Figuras 8 y (2.

En la figura 3 se muestra un desfasamisnto entre la tasa de
cambio de concentracion de dextranasa vy la tasa de consuno de

carbohidratos, en cultivos de Poecilomyces SN be. Dicho
des fasaniento se hace particularmente ewvidente entre las 40 y  las
126 horas de cultivo. De igual forma, la figura (& (lusira la

disoactactdn gue existée entre la produccicn de enzima v el consuns de
dextrana, en el caso de Paecilomyces d{Lilacinus ©BR. En este caso, la
disoctacidn es mayor entre las 90 y las 230 horas de cultivo.

Con el fin de apreciar mas claramente la relacidn Gque existe
entre el crecimiento y la produccidn de dextranasa, recurrimos a las
ecuaclones del modelo LuedeRing-Firet CAlba‘et al, [973D.

Para el casc del cultivo de  Paecilemyces (Lilacinus = BR,
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utilizomos la scuacion de asociacion parcial crecimiento-produccion:

dP _, dx
@t - %ar v 8

mientras gqgue para Paecilomyces op be, utilizames la ecuacidn de
disociacton:

dpP
ar - 3 x ,
en "“...dé'
. dP . , ) L
i velocidad de sintesis o aparicion de producto.
dx , -
i uveloctidad de crecimiento celular
x = bilomasa ¢ estimader de bleomasa
o = constante asoclactada al crecimiento
3 = constante independiente del crecimiento,
‘ . . .
todos ellos, termines gue podemos sustitulr per sus aproxXimaciones!
dP . AD . A Actividad de dextranasa
dt T At A tiempo
dx . OCc  _ A Carbohtidratos consumidos
dt T At A tiempo .
x = Cec = Carbohidratos consumidos
o = a
n=n
, X . . A ACc
En la Figura 138 se {lustra la relaction entre At Cc v At Ce,
AD ACc .
Segun ecuacion: — Cec = 73,
2 ta sc AL * At r
Los (nerementes CAD, se calculan o partir de la Tabla IXr de
Paecllemyces Cilacinus SR, Del ajuste aor minimos cuadrados
D L ENENOS: N §
- FIESE o = 0, 87601 v 73 o= 0.01056
=
con un coeficiente de correlacidn r°= 0,90!5.
ast, on cultivos e Pascilomyces ifacinus SR, existe una
discciacidn carcial entre =1 consuy Jde  cuarbohidrates v A
preduceion de dextranasa.
, . L. AD
En la Figura 19 se (lustra la relacion entre = Y Cc,
.4 AD :
segun la ecuaction N 3 Ce.

Los tncrementos CAY. se calculan a partir de la Tabla VIIr. de
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Paecifomyces on be. Del ajuste ogr minimos cuadrados obtensmos
R = 0.01723, y una correlactidn r = 0.9243.

De lo anterior se deduce que, =n cultives de Paecilamyces opn
be la produccidn de dextranasa se encuentra totalmente disoclada
del consumo de carbohidratos,

I1. Resultados de Morjologla v Taxonomia.

En la Tabla XIIr, se muestran los datos de crecimiento v

diamatro de colonias de las cinco cepas analizadas, n siets
Al ferentes medios solldos de cultivao. Los ; cripocione
mor/'ol.o,;a{a colontal, v de m.c-rj‘olf::gx.’a v omedidas mECroscopic:d
exponen | por seearado para caddo, ceoa en tas secel

correspondiant=s.

La descripcidn de los colores se basa en ! atlas de colores
de Kornerup y Wanscher (1978>. 4 continuacicn del nombre del color,
se escribe el cddigo de la clave seguida por ese autor.

1. Penicillivm puanurogenuin.

. . ’ .
La descripgeidn s la me s& efectua para. colontas

desarrolladeas en cultivos Jde 7

- CYA Ne. 8 25°C. Colonta ctrcultar, pltoana, de bordes definitdos.
Ll crecimianto os denso, uniforme v de media prefundidad. £l micello
es de color blanco o amarillo. lLa conidiogérnesis, abundante, cubre
de color verde mate (E6-3E a £6-<4£0 a toda la colonia. La textura 4=
la colenia ie Jda un asgecte welutinese, y sn zxlgunas ocasiones se
presentan surceos poco pronunciudos hacla la parte central. La mavor
. parte de los conididfores emergen directamsnte del sustrato, aunque
algunos se oeoriginan en hifas aereas. Estas hifas ge esncuentran
entrelazadas en funL'c‘uI.os laxos, distribuldos en toda la superficie
de la colonia, y se acwnulan hacta la parte central, donde en
ccasiones presentan una plgmentacidn roja o amarilla,

El reverso dJde la colonta presenta p:’.,gmentacio'n Que wva de un
color rojo oscuro en el centro C9-7F2, a uno rojo claro (3-32C) en la
periferia. Al 7 Al de cultive. aprextimadaments en =l 60% de las
colonias se presenta la liberacidn de un pigmento rojo zoluble,
gue difunde al medio, y antes de [0 dias de incubacidn, =n el [00%
sxiste ya unpa plimetacion de tade la placa, Un cultive {guido
con 5 dias de fncubacidn permite recupsrar una buena coantidad del
pigmento,

En L Figura
ruarnuaggenum en CY A4,

tee colonta e Fenicdflium

=3

- EMA No.9 25°C., (Colonta semicircular o« ovalada, plana, de
bordes poco defintdos. Crecimiento esparcido, poco compacto, de
aspecto velutinecso a terroso. Contdioge’nesis muy cbundante, de color
verde (27-4£>, similar al de Cr4, perc de menor intensidad, Los
conididforos emergen tanto del micelio subsuperficial, como de hifas
aéreas dispuestas homogeneamente en toda la superficie de la
colonta.



. . .
Zl reverse es incoleoro, v la pigmentocion soluble qusents, En

’ .
la mayoria de las colenias se presentan gotas de exudado de color

amartillo claro o ambarino, que son mas abundantes hacia el centro.

- G25N No. !t 25°C. Colonias muy pequeras, ovales, planas, con
berdes defintdes. Lo colenia es de celer blance rosado., de
aspecto velutinoso,con un crecimiento unicamente micelial, ne hay
centdiogdnesis, El reverso es incoloro v la pigmentacidn soluble
ausente.

- CY4 No.8 37°C. Celerias circulares de color rosa (A2-4 «a
9-2342, de berdes definides. ELl crecimiente es compacto vy de aspecte
velutinoso. La colonia sestd emergida del medio de cultivo. La
conid!.oge’nesis es agusente o presente sdlo en la periferia de la
colonia. $Si es5td presente, se presenta una pignentacion verde
similar a la de CYA &5°C. El reverso es de color rojo oscuro (G-~7ED
y la pigmentacion soluble, similar a la que se presenta en el
crecimiente a 25°C, aungue mds abundante.

Q- - g L N .
- CY4 No.8 5°C. Se presenta solo germinacicn para formacion
de microcolonias o, mds comunmente, no hay germinacion.

b> Caracterizacion "/LCI‘OSCOPLCG..

. ‘. .
Los caracleres micrescopices se describen poura ol ore
en C/4 No.2 a 25°C. a los 7 dias de cultivo.

La estructura microscdpica corresponde a la de urn. Penicidlivm
bivertictlado, simetrice, cen  penictlle o escobilla  tscmunol
Csubgenero Biverticiéiumd,

Las dimensiones del penicillo son, en prc'redLo. E2 1 de ancho
por 26 de largo. Esta estructura, mds  larga gus ancha del
penicillo, responde al heche de gue tanto métulas comno fidlides se
presentan apretadas.

Fl estipite de los ceonididforos cuya base se encuentra en ol
susrato, susle ser mds largo gque aquel de los conididforos que se
originan en hijfas agreas. En el primer caso, se presentan est L'pites
de 100 a 250 u de largo, per 2.0 a 3.0 u de ancho, y en =l segundo,
de 70 a 200 p de largo, por £ a u de ancho.

Las métulas, 3 a 5 por werticilo, miden de 2.5 a 2.0 u de largo
clt.2 en promediod, gor 1.5 a 3.0 u de ancho. Tanto las metulas como
ol ostipite son del tipo no wesiculado.

Las /LaLLdes son acerosas, con colulas finas vy alargadas., Sus
medidas son: [.5 a 2.3 u de ancho (2.0 on promediol, por 4).5 a 2.0 u
de largo C1l.-+ en promediod. Las fidlides se encuentran en numero de
3 a 5 por matula.

Los contdios son subesferoidales a elipsoidales, flnament =
rugosos, y miden de &.3 a 3.0 pu (2.7 en promediod &n su dimenston
RLYOF . ElL conididforo en su totalided presenta un ceoler verde
pdlido, aungue los conidics estdn mds intensamente pizsmentados,

‘AJ

3

En la Figura 26 se presenta una mLcrofo..oBra/z.a del r'oru.dLa/oro
dn Penicitlium purtpunrogenum A.

c) Ubicactdn Taxondmica. .
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.o
£l genero Penicillium, se caracteriza por tener conldidforos
distintivamente diferenciados, de estructura penicillada, y gor
. .\ ’ . .
presentar por conldiogenesis un ceolor verde de colonia.

Dentro del senero Penicillivm, la especie Penicillivm
nuUAnUAgGgenum se encusntra ubicada dentro detl subgenero
Riverticitbium. Este subgsnero se caracteriza por la presencia en =1
conididforo de sdlo dos verticilos, la simetria del pentcillio, v la
tongiltud similar de ndtulas v fidL tdas.

Dentro de  Biverticiblium, a  Penictélium  purpuregsnum se la

distingue por la estructura apretada o angosta del penicillo Cwnds
largo que anchod. el estipite generalmente mayor de S0 u, v la
likeracidn de un pigmento soluble de coler rojo cuando se cultiva en
medio C¥A No. 8.
f Reino: Fungt
Divisidn: Eunycota
Subdivision: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familica: Monilliaceae
Genero y especie: Penicillium purnursgzoum

2. Paecibsmyces fifocinus 6R.

a> Caracterizacidn Colonial

Se hace la descripecidn de colonias cultivadas por !4 dias.

EMA MNos.9 y 10 a £58°C. Colonia plana, circular, de bordes
defintidos, de aspecto seco y uvelutinoseo y de olor i(rdistintoa. £1
crecimiento es de media densidad a esparcldo, v  medlidanamente
flocoso. El micelic es de color blanco. La conidiocgsnesis, qgue cubre
cast toda la colonia, le da ur color rcsa grisdceo C!10-28 « [[-3BD
en 2l centro, y rosa claro CI10-240 en la periferta.

El reverso de la colonta es tncoloro. v no se presentan ni
pigmento sotuble ni exudados.

Los conz_'dl.o'foros smargen del micelilo sumergido, salvo =n la
parte central de la colonia donde existen agregactones de hifas
aéreas. La conidicgénesis es notablements mayor hacia =! centro de
la colonia.

Las caracteristicas de la celonta de cultivos en EMA Mo.9 y EMA
No. [0 fueron similares. Las unicas difersnciues estuuteron dadas por
cracimiento 'y e'sporulaciz;n Ligeramnenta mayores =n el medio MNo, 9.

En la Figura 27 s2 ilustra la colonia Jde P.Lilacinus GR en EMA
No. 10,

H=N No.6 &5°C. Colonia plana, circular, con un crecimiento mas
compacto gque en medio LMA, Esporulacio’n cbundante que cubre toda la
colonia desde los primeros dilas de cultivo. ,

El color de la colonia, rosa tntenso Cl0-28 « 10-240, esta dado
por la conidioge’nesis. El reverso ©s incolero, y la plgmentactidn
soluble y exudados =sstan ausentes.

. . . ’ .
b) Caracterizacion Microscopica.

N .’ . . .
Esta descripcion se hace a partir de preparaciones de colenias
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ancho.

Clamidosporas ausentes.

Contdic’[oros de aspecto penicilado que, a diferencia de las
hifas, se encuentran pigmentados de un color vindceo o rojo suave, v
presentan paredes gruesas, marcadamente rugosas.

Les estipites son septados.de 2.0 a 3.0 u de anche (2.9 4
en promediod, y de 3240 a 600 u de largoC44d en promedic). Los de
menor longitud (350 wu aprox. ), pertenecen a contdidforos que se
ortgitnan en el micello aereo.

Los wverticilos, terminales o subterminales, generalmente 3
presentan como uno terminal, y dos a cuatro laterales subterminales.

Las fidlides, &2 a 4 gor werticilo., miden de 2.0 w 2.5 pn
C2.3 en premedicd en su parte mds ancha, v de 7.0 a 8.0 NP )
longitud (7.7 en promedic). Su estructura, cilindrice, de base
elipsctdal y cuello angosto, se parece mdis « la descrita par
Paecilamyces mangquandii, por lo gque puede pensarse Qque se trata de
una forma intermedia, Fforma cuya extstencia es reconcclda por
Samson (19740,

Los conidios se presentan en cadenas cortas, y "2n masse”,
aparecen pigmentados del mismo color uwindceo del resto del
contdidforo. Sus fermas son varladas, subesfercidales a fustformes,
y ligeramente rugosos. Sus medidas son: 2.0 a 3.5 u - de largo por 2.0
a 2.5 1 de ancho (3.0 < &.f 1 en promediod,

En la Figura 22 se muestra una microfotografia de P titacinus GR.

b

. L .
) Ubicacion Taxonomica.

El género Paccilemyces, se, caracteriza gor un buen crecimiento

en medios sintdtices, hifas Llisas, Rialinas vy septadas. Las
estructuras conidio'genas son sinemdticas o mononendtlcas, v
consisten on su mayoria en contdidforos vertictlados fe]
irregularmente  ramificados, Que tienen terminalments fidlides
conidio’genas citindricas o ampul L formes. Los conidios se presentan
en cadenas secas, hilalinas o ligeramente plgmentadas, lisas o
eguinuladas, de varr_’as, Fornmas, Clamidospeoras presentes o cusentes,
Dentro del genero FPaoecilomycens, la especle Pazcilomyces

lilecinus corresponde a la seccidn [sariotidea, pues presenta s3lo =1
estado tmperfecto, mesofrlia. vy un olor (ndistinto Jde colonia.

Paecilamices Lilacinun se caracterica por presentar
un conidio’f’oro bien diferenciado, grenitcilado, purecido al de
Penicillivm, que suele ser pilgmentado V ruzcso a diferencia de los
hi fas uvegetativas. Paccibsmyces liacinus  difiere  de  Paecilamyces
marquandii, @en gue el segundo presenta clanidosporas en &l micelio
vawetat luo.

Feino: Fungy
Division: Eunycota
Subclivision: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceaue
Género y especte: Paecilemyces ldacinus



3. Paecilomcyes op be.
Caracterizacidn colonial.
Se hace la descripcidn de colonias cult ivadas por (4 dias.

EMA Nos.9 y 10 25°C. Colonia circular, de bordes definidos, de
celor blanco. El crecimiento es flecoso, de aspecto marcadamente
algodonoso. No hay conidiogénestis. Reverso incoloro, sin pigmento
soluble ni exudados.

H-N No.6 a 25°C. Colontia circular, plana, de bordes definidos.
ElL crecipiento es denso y de aspecto velutinoso. La conidiogénesis,
abundante, le da a la colonia wun  color rosa pélido érillante
C8-24 a 9-240.

En la figura &9 se muestra una fotografv.’a de la colonia de
Paecilomyces sp be.

4. Pazcibemyces (lacinus NRRL 395,

Caractertizacidn colontal,
Descripcidn de colontas cultivadas por 14 dias.

EMA Nos.9 'y (0 25°C. Ceoloria ctircular oplara, de ‘bordés
defintdos. Crecimiento de densidad media. de aspecto velutinoso «a
flocoso. El micelio es de color blanco, yv la conidiogénesis,
moderada, da a la porcidn central de la colonia un coler rosa claro
C10-24 o ({-242.El reversc de la colonia es incoleoro, Yy no existen
pigmento soluble o exudados

(=] . N N N
H-N No.6&6 25 C. Colonta circular, plana, de bordes definidos.
Crecimiento denso de aspecto velutineso. Los conididforos cubren
toda la colonta. didndole un color rosa griséceo C{0-24 a {0-3BD.

Las colonias de Paecilemyces Cifacinus NRRL €85 en ambos medics

de cultivo, tienen un gran parecido con las de  Paecilomycesn
filacinus &R,

. Pepicillium an 7V,

e N e .

Caracterizacton Colenial,

- .y o 4 .
Se descrizen colonlas de 7 dias de cultiveo.

CYA No.8 35°C. Colonia ctircular, de bordes definidos, de
aspecto velutinosoe y profundamente sulcada. Presenta un crecimiento
muy denso y con abundante conidiogénesis de diversos colores segin
la edad: En el centro de la colonia Ca manera de korlad, un color
amnarillo p&LL‘do (2-342., v en el resto, diferentes tonos de wverde,
que van desde el verde limdn C28-5E> en la porcio'n central, al verde
azulado C25-4DD> en la periferia. '

ElL reverso de la colonia s de color amartllo grisc{ceo c2-282,
pero no se presentan pigmento soluble o exudados.
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LHA No 9 S5 C. Colonia circular, plana, de bordss ne definides,
de aspecto velutincso y crecimiento disperse. La espcerulacion,

-

abundante cubre toda la colonia, y le da una coloracidn verde mate
C26-3E a £6-4E>, que-es mas tntensa hacla el centro de la colonia.

G25N WNe. !l 25°C. Colonta circular. con marcada =zonacldn
concéntrica. Una zcna central algodonesa de color beige (5-28). \Y
otra periférica, velutinosa. grofundamente sulcada y de color cafd

-2Co. El rsverso de la colonia manifiesta oS swurces v presenta un

intenso color naranja C5-44 a S5-4CO, al igual que el pigmento
dt fusible,

CYA No.8 37°C. Colontias muy peguanas, blancas., protuberantes \Y)
convolutgs.

CY4A No.3 5°¢C. Colontas pequenas, ovoidales, planas y de color
blanco.

En la figura 20 se nuestra una fotografz.(a de la colonia de
Pendcibéium on TV.
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DISCUSION ¥ CONCLUSIONES.

Las aplicaciones que la dextranasa tiene #sn el drea de salud
CAdlsop, 1983) v en la lrndustria azucarera (MNeade, [977; Scott,
{9755, asi como su potencial empleoc en la solucidn de alzuncs
problemas que se presentan en los lngenios Qqzucareros mexicanos
CGdluez, 1926, justifican plenarente la busqueda v caractarizacidn
de fuentes microbilanas de la enzima.

Los resultados obtenidos en el presente estudio. se ubican en
el proyecto inictado por Amanda Gdlvez y Beatriz Busteos en el
Cepartanento de Alimentos de la Diuvisidn de Estudios de Fosgrado de
la Focultad de Quimica de Lo UNAM, En ese ese sentido, la
utilizacidn de condicionss dijferentes de cultivo Cmayor duracidn,
medios y pM distintos), as! como la tdentificacidn taxonomica dé las
me jores cepas, permiten que este trabajo de seleccidn secundaria
aporte los slementos necesarios para la eleccidn del microorgantsmo
mds apropiade para la produccicn de la dextranasa.

I. Las Cepas de &L‘emlci.l.‘(‘éun_z. AUARUNEGEAU M.,

Slete cepas fueron monejadas originalmente CTabla Val., Tres de
ellas CPenicillium A, B y €5, identificadas como pertenecientes a la
especre Pendcillium purnwragenum, resultaron similares tanto en
morfologla colontal come en los datos de crecimiento en los medios
e Flitl ({790, Fara demostrar st se trateba  de vartantes
}'Ls{ch_{gi:as. se llauaron @ cabo experimentos de diferenciacidn en
medio XKosaric No, 2, cuyos resultadss se muestran on la Tabla Ir o, on
las Figuras [y & Dichos resultados indican que no se trata de
vartantes jisiologicas sino de la misma cepa., v gue el hecho de que
fueran atsladas de diferentes fuentes puede deberse en realidad a su
presencia en e2llas. o simplemente a contaminacliones durante ol
proceso de aislamtento., 35in embargeo.d4, 8 y C, s manejaron en Lo
sucesiuvo por separado, como si se Lra.l::ul'a de tres cepas diferentes.
Zn  experimentos posteriores se utilizo exclusivamente a Penicilliwm
nuapurggenum 4, asumiendo e los resultades ast obtenidos, son
tgualmente udlidos para 8 y C.

Ii. Produccidn de Dextranasa

1. Condiciones de Produccion.

En el estudio de A.Gdluez y Featriz Bustos (19832), las cepas
Gue resultaron ser las mejores productoras Jde dextranasa. fuzron los

atslomientos denominados Penitcillium A, B y C CP. purpunsgenumd y &
rosa CPaccilemyces lilacinus SR ; asi{ como la cepa Paecilomyces osp
be, proventente del ceparto de la Facultad de ulmica de la UNAM. En
ese trabajo. la actividad de la snzima se midid al cuarto dia de
cultivo en 2l medio de Kosaric Mo.l.

En el presente estudio, con el fin de caracterizar la
fermentacion para la preduccidn de dextranasa de todas las cepas,
duplicames el tiempo de cultivo y empleamss el medio Kosaric No. 4.
Este medio, se distingue del No.l, en gue contiene una dextrana de
tipo distinto (Grado industriall, a diferente concentracion CI3%, y
un pH mds elevado ¢7.0D.

a2
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2. Comparacion entre cepas.

En. la Figura No.20 se pone de manifiesto gue, bajo las
condictiones seflaladas, las cepas Peniciflium puAnuwWwgenum 4,
Paecilomyces lilacinus 6R y Paecilamyces op bc alcanzan  los  mayores
niveles de produccion de dextranasa extracelular. Tanto Pazcilemyces
ifacinwo NRRL 895, como Pepiciflium opn TV, carecieron de una
produccidn importante de la enzima.

Penicillium purpuaggznum A resulta ser la cepa mds productiva
en lo que a dextranasa se reflere pues, como s muestra en la Figura
&0, alcanza una alta produccidn de la enzima en un corto tiempo de
fermentacidn (30 horas). A partir de ese momente. la actividad
enzimdtita en el sobrenadante disminuve paulatinamente, hasta
reducirse a la mitad al occtave dia de cultivoe. Las cindticas de
cultivo de las cepas restantes presentan un comportamiento distinto.
En ellas, la produccion de dextranasa comienza tardiamente, vy
aunenta en el tiempo, hasta alcanzar su maximo valor en el Ultimo
dia de la fermentacion.

En las Figuras 2t y &2 se comparan lLaos cindticas de actividad
especifica de dextranasa y actividad enzimdtica por carbohidratos
consumidos, de las cinco cepas analizadas. En estas grdficas se
aprectia un comportamiento similar al cbseruado en la Figura 20.

En ta Tabla XIr., se resumen los resultados de produccidn de
dextranasa por cultivos de las cinco cepuas =n medio Kosaric No. 4. En
dicha Tabla se muestran los valores mdximes alcanzados respeclo a
qectiulidod de dextronasa. actividad es¢ Lfica de dextroanasa \Y]
actividad de dextranasa por curbohtdratos consuntdos., Los resultados
rovalon que  las  cepas  de Paecilymyces tfecinus BR. Penicillium
npuapuaagenum Ay Paecibemyces apn be, en ese orden, son las m2jores
cepas productoras de la enzima. Aungque la mayor octividad de
dextranasa se obtilene en cultivos de Paecilomyces Ellacinus 6R,
uttlizande Peniciléium purpursgznum A se alcanza el mdximo walor de
actividad sspectfiza. :

Fesulta {mportante sefalar Que., aun cuando Penicitlium
puapaLrsgenaun Yy P scilamyces Cilacinus alcanzan niveles similares de
oroduccion de dextranasa, la primera lo hacs 2n la mitad del tiempo.
Es ecor es0 Que 2n tSrminos de oroductividad, Pendcillivm
puapuacgenum A resulta ser la cepa mds aproplada para la clbtencidn
de lLa enzuima,

Cabe hacer notar. aqua, el hecho de sus 3¢ haya caracterizado
la producc ion e dextranasa por la cepra > caleccidn
Paccilomyces Cilacinus NRRL 895, responde a la necesidad dde comparar
esos resultados con los del resto de las cepas. Representa #sta la
Unica alternative de comparacicon cde nuestros datos con los abtenidos
por otras autorss gue utilicen la misma cepa de coleccion.

Lo anterior se debe a la diversidad de mstodes que exlstsn para
evaluar la actividad de dextranasa, gue dan lugar a un gran numero
de untdades defintidas no comparables entre sf.

IIl. La especie Panicillium purpurggenism.

La especte  Panicillivm nuAnuAsgERLM ha sido previamsnte

reportada como productora de dextranasa (Kosaric et al, 1972
Preobrazhenskaya y Mantkova, (9752, 3Sitn embargo, se le conoce
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tambien como productora de una micotoxtina denominada rubratoxina
CPitt, 1979; Smith, 1985).

La rubratoxina producida por P. purpuragenum =n malz, trigo vy
harina, resultd ser hepatotdxica vy nefrotdxica en experimentos
efectuados con ratones. En pollos, ademds de los problemas sn hL’gado
y riAcn, ocasiond fuertes hemorragtas itnternas (Pohland y Mislivec,
19780,

Las aplicociones de células y productos derivados de esta
especie quedan entances excluidas de las dreas de salud Y
alimentacion. As?, consideramncs que la cepas de Penicillium
nuanpuacgenum, CA, B y €O, deben ser descartadas de Llos estudios
tendientes al establecimiento y escalamiento de los sistemas de
produccion v aplicacion de dextranasas.

IV. Las cepas de Paecifemyces,

i

Si bien existen antibidticos producidos  por Paccilamyces
CSamson, (9745, la F.D. A, (Food & Drug dAdministration. Usds, no
reporta toxinas producidas por especies pertenecientes a este g;e'ne-ro
CPohland vy Mislivec, [975D.

Godfrey y Reichelt (18835 afirman gue, en una lista estatutartia
de enzimas permitidas en la Gran Bretana, se incluirla seguramente a
las dextranasas producidas por Paecilomyces ECilacinus vy Penicillium
funicubooum. As{, tanto Paecilemyces Cilacinus ER. comn  Pascilemyces
ap be -pedricn emplearse comp  productores de dextranasa a  groan
escala, Ademas, Pazcibomyces Lilacinuws  Cy  s5us stndnimos  Ppicaria
viglacea y Paniciliim Eilacinusd, = una especis ainpl tamente
estudiada con respecto a su actividad dextrarnalitica CHultin y
Nordstrom, 1949; Tsuchiya et al, 1952; Walker v Deward, (1975,
Guilarte et al, 19865, y al mecanismo de accidn de la enzima gue
produce (Walker y Deward, [9750. Existe pugs una cantidad importante
de informacidn gue puede aprovecharse para el establecimiento del
proceso.

. ’ . ,
V. Cinetica de la Fermentacion.

Para visualizar la cinética de la fermentacidn de las cepas en
. - . - e 9
los diferentes medios en gue se cultiuvaron, fue necesaria la

sstimacidn de algunes pardmetros del cultivo. como actividad
snzimdtica, peso seco, carbohidratos totaless y protelna soluble. Le
la dinamica de dichos cultivos, cabe destacar Llos ‘siguisntles

asgectos:

+ En todas las Figuras gue mnuestran valores de geso seco vy
consumo de carbohidratos, 3,5,6,7,10,11,12), se puede apreciar aque
ambos pardmetros estdn asociados, vya gue alcanzan  sus  mAXLMOS
valores al mismo tiempo de cultivo. Puesto que el peso 3€co no 356
puede considerar como confiable Cpor el pequeno volumen de muestrald,
y dado que la dextrana s la Unica fuente de carbonoc presente en el
medto de cultivo, asumiremos que el consuno de carbohidratos
constituye un buen estimador de la biomasa.

+ El consumo de carbohidrates muestra una cinédtica similar en

los cultivos de todas las cepas estudiadas (Figura 230, Debido a
esto extste una similitud entre las Figuras 20 y 22, en las gue se
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tlustran las cineticas comparativas de actividad de dextrancsa
Y ac tividad de dextranasa por carbohidrates conswuntidos,
respectivamente.

+ La Figura &4 muestra la cinética comparativa de concentracion
de proteina soluble en los cultivos de las cince cepas estudiadas.
En ella se (lustra como la protefna soluble disminuye en las
primeras 40 horas de cultivo, come consecusnclia ol consumo de
aminodcidos y péptidos presentes en el extracto de levadura. A
partir de ese momento, la aparicion en el medio de protelnas
extracelulares, tncrementa notablemente los resultadcs de lat
determinacion Jde proteinea.

+ AUn cuando no se conozca la fraccidn de protedna total gue
esta dada por protelnas extracelulares CFigura 24> en las etapas
finales del cultivo (90 a (35 horas), debe ser esa fraccion la gue
representa la mayor parte de la protefna soluble, Jjunto con otra
fraccidh productida por la lisis celular.

+ Al  ebservar la cingtica comparativa de producci&h de
dextranasa CFigura 20> con la de concentracidn de proce{na CFigura
242, se puede apreciar gue las cepas mds productoras de dextranasa
no son necesariamente las que mayores niveles de protefna alcanzan,
Considerando lo expuesto en el punto anterior, esto significa gue la
proporcidn de protedna extracelular gue corresponde a la dextranasa
es distinta =2n las diferentes cegas estudiados.

+ Lo anterior se traduce evidentemente =n las diferencias que
existen entre la actividad de dextranasa y la actividad espec{fica
de la enzima para la misma cepa. As{  por ejemplo, la cepa
Paecilemyces »p be, tercera mejor productora de la enzima CFigura 20
y Tabla XIr), produce mds proteina extracelular gue cualguier otra
cepa CFigura 240, lo gue significa una baja actividad especfftca
CFigura 21 y Tabla XIird. Una alta actividad especilfica de dextranasa
facilita la purificacidn caracterizacion y utilizacidn prdctica de
la enzima.

+ En ninguna de las cineticas analizadaes, se muestra una
relacion directa entre crecimiento Ceoxpresado ya sea Como peso 35&co
o como carbohidratos consumidas) y produccidn de dextranasa, saluo
en el caso de Penicillium punpuregenuwmn A (Figura 3>, En los cultivos
de esta cepa, la enzima se groduce en asccilacion al consumo de
carbohidratos y a la produccidn de peso seco micelial. Sin embargo.
la falta de  evaluactiones diarias de La concentracion de
carbohidratos nos tmpldid establecer cuantitatiuvamente la asoctiacicn
crecimiento-praduccion en cultivos de Penicillium puanuaggenum A,

+ Exclusiuvamente en cultiuvos de PFPanicillium purpuregenum A se
presenta una disminucion de la concentracidn de dextranasa en el
curso de la fermentacidn, Al comparar las figuras 1 y 2 se puede
apreciar gue dicha disminucion no estd relacionada con algdn proceso
de lisis celular. De hecho, los resultados de la Tabla Ir revelan
una concentracion estable de biomasa durante la misma fase en Que
ocurre la desaparicién de la enzima.

Es muy probabLelque dos distintos tipos de procesos respondan
por la desaparicion de dextranasa del sobr?nadante de la
fermentacion. Por un lado, un proceso de represion por catabolito
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puede itnhidir la biosintesis de la enzima, V por otra parte, la
secrecion de proteasas ocasionar la degradacion de enzimas solubles.
Ln ese sentido, solo la rucmt.zlfécacio'n de azucares reductores en el
caldo de cultivo nos Lndtcarz_a La posibih‘dad de repreSLon
catabdlica, y la evaluacion de actividad proteclitica la degradacion
de la dextranasa.

VI. Relacidn entre Crecimientc y Produccion de Dextranasa.

Para establecer con propiedad el tipe de relacicn que 2xiste
entre ol crecimiento y la produccion de dextranasa, debemos basarncs
en una estimacicdn conficble del crecimiente el consume  de
carborlidratos, por ejemplo?, y tener por lo menos estimaciones
diarias de ese para’metrc. Estos requisttos sdlo se cumplen en los
cultivos de Paecilampces osn be v Paecilomyces lilacinus R en medio
Kosaric MNo.3. Las cindticas de crecimisnto v produccisn en dichos
cultitvos,, se nuestran en las Filiguras {{ y 7. &n ambos casos la
pz‘odur:cio'n de dextranasa comienza tardicemente Yy se  Incrementa
paulatinamente an el tiempo, mientras Gue los ,carc?met ros
relacionados con el crecimiento Cconswno de carkbohidratos y bBlomasald
permanecen estables desde fases tempranas del cultivo.

En tas Figuras 5 y [& se grafican las ltasas volumétricas de
consumo de carbohidratos y produccidn de dextranasa en los cultiuvos
de  Paecilomyces 2p bc y 'Pn.zril‘amjn: Zifacinuws SR respectivansnte.
En ellas se muestra una clLsoancvan entre ol crecimiento Cconsune de
carbohidrates> v la  prod. e *’e‘trana- a,  puss  las  tasas
volundtricas de cada wune de  =sos parametro; ) Ancuentran
des fasadas. Sin cmbarso, X la utilizacton del made lo de
LusdaerRing—Piret (Figuras (8 v (33, 1o qgus nos permite reconocer que:

ad En. cultivos de Paccilemyces (tidacinus SR la produccion de
’ 5 . . g .
dextranasa esta parcialmente disociada del crecimiento.

’
b> En culu’uos de  Paecilomyces osnp bC ta produccion de
dextranasa estd completamente disoclada del crecimiento,

£n el primer caso Cal, la tuasa de oroduccion de dextranasa esta
asociada simul taneamente con la tasa s consuno de carbohidratas
(tasa de crecimiento) y con la concentracidn de carbohidratos
Chiomasal) al tismpo t. En el sezundo caso 53, la produccizn de la
anzima depsnde exclusivomerte dz la cancentracicn Jde cartohidratos,
pcu‘cflrzeLra que funciona come estimador de la blomasa.

El hecho de gue la produccion de dextranasa no estd asoclada al
crecimiento. no parece ser una caracteri{stica exclustua de lus cepas
utilizadas en el presente ostudio. XKosaric =t al 19722 vy Guilarte
et al (1988) describen compartamientos similares en cultivos de
Pandcillivwm  funiculeoum, Y Dasmohaptra Y Thangamani (CL3753, an
cul tivos de Penicifliwm Fanthinalum.

Para explicar la disociaction entre crecimiento y la prar:lurmon.
de dextransa, Kosaric et al C{972) sugieren que la aparicion tardia
de la =nzima durante la fermentczcion puede deberse a que:

ad ta dextrarasa no es en realidad una enzima oxtracelular,
stno una enzima cuya lLiberacidn estd asocinda a la lisis cwlular. En
este caso, la dextranasa puede estar unida a La me:mbrana Yy én esa
condicion degrrzdaz‘ eL sustrato, lo gue purmr.urz.a que los productos
de la accidn enzimdtica entraran a la célula. Al comenzar la lisis
la enzima puede liberarse al medic de cultiwvo.
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b> Si la dextranasa es una enzima realmente extracelular, su
sintesis empieza tardiamente, pues estd asociada a un proceso de
di ferenciacion celular.

El  mismo autor descarta la tidea de qgue la dextranasa
intracelular sea la que se Llibere durante el prerfodo de lists,
dado que, en experimentos en los gue se han medido sus niveles,
estos se mantienen lguales durante toda la /ermenta.cxon. Ademds, el
cardcter polimérico de la dextrana impide su entrada a la célula
VY consecuentemente la accion de dextranasas intracelulares sobre
ella. .

Por otro lado, Dasmohaptra y ThangamaniiCl9752 sugieren gue
existe una pequeRa peropercidn de dextranrasa constitutiva, gue al
actuar sobre la dnxt.rana Libera los oLL’gosaccz'rz'.dos responsables de
la tnduceidn de la sintesis de la fraccidn tnducible de la enzima.

Puesto que sélo se han formulado thotesns para Pxplr.car la
disociacidn que existe entre la produccidn de dextranasa v el
crecimisnto, consideramos gue las respuestas se obtendrdn mediante
la realizacidn de PSLHL‘ZLOS tendientes a Lla eluctidacidn de Llos
mecantsmos de reguLaCLon de la sintesis Y liberacidn de la
dextranasa. '

Desde wuna perspectiva bLotecnoLocha lo gue procede es la
busqueda de soluciones qgue orienten el proceso hacla su a.oI.Lcacz.on
Lndustrzal v comercial. En ese sentido, la disociacidn entre
prnducz:Lon de dextranasa y crecimiento itmplica necesartamente
tiempos largos «de fermentac ton, Lo gue se traduce en la elevacidn de
coslas durante =l pgroceso. Para aumentar la productividad es
necesario disminuir €l tiemgco reqguerido para la obtenclon de buenas
cant idades de la enzima. Para ello se proponen algunas soluciones,
cuya viabiiidad se podrd sualuar a través de experimentos o nivel
laboratorio, a saber:

+ Utilizacidn de indculos niceliales gue permitan reduclir o
suprimir la fase lag debida a la germinccion Jde esporas.

+ La opLL'mir.acto'n del medio de cultive y la determinacion de
las condicicones opunas de r‘recumr:n.to. ,

+ La busguecda de iductores mds potentes. Deberdan hacerse
estudios con dextranas de distinto peso molecular, de estructura
'POdeLC(Id!J. Ccetodextran, por ejemplod, vy con disacdridos o ssteres
de disacdridos. Es posible que una combinacidn de inductores sfrezca

’ ’
mas wventajas y mejeres resultados. De hecho, gpodrian probarse
. . . Ly
diferentes concentraciones de un hidrolizado enzimatico de dextrana
- . .
que reduj ora la fase lag de praduccion de dextranasca debida a la

induccidn, Un hidrolizado cde este tipo puede tener una distribucidn
de oligosacdrides uaproptlados para inducir lu slntesis de la enzima
mds raptdamente .

+ Dado que la produccio’n de dextranasa depende de la bicmasa,
deberdn buscarse niveles elevados de concentracion celular. Para
ello, se sugiere utilizar fuentes de carbono de bajo costo (glucosa,
por ejemplod, que permitan un rcszda crecimiento, y gque, combinadas
con inductores apraptados, incremenlen los rendimientos de la
enzima.

VII. Efecto del ca''.

Tanto Paccilsmyces  Lilacinus BR como  Paeccilomyces op bec  fueron
cultivados en medio Kosaric No.4 CCaClZ o.4%0 y en medio Kosaric:




No.5 (Csin  CaClaa, La ausencia de calcto sdle tuve efecto
tnecrementando la actividad pspecu'z.z:a de dextranasa obtenida en
cultivaos de P. Cilacinus SR (Figura [5 bD.En el madio gue carece de
calcio se obtuvieron uvalores significatiuvamente superiores a Llos
encontrados en el medio gue lo contiene.

El efecto del Call2 en la produccr.on. de dextranasa no puede
verse como un efecto del idn Ca Texclusivemente, Esto se debe a que
los experimentes se efectuaron sin un control apreopliade de la
osmolaridad del medio, y a gue resulta impostble precisar st las
(.lLer‘en.CLf‘LS en crecimiento o produccion se deben al Callé o a la
accion que este tiene sobre los demds componentes del medio. Sin
embargo, Griffin CI9810 afirma gue ,gran pnrde del conacimiento gue
existe sobre el control de la ijLoLogta juncha a traves de los
constituyentes del medio de cultiwvo, han sido obtenides
mediante experimentos planteados en esa forma.

En los cultivos de Paecilamyces Lilacinus 6R, la ausencia del
CaClZ del medio de cultivo permite el incremento de la actividad
especffica de dextranasa, perao no afecta la actividad de la enzima.
El incremento en la actiwvidad espec{fica se debe en realldad a gue
en el medio sin calcto (Kosaric No.52, la procluccio'n de proCGL'na
extracelular es significativamente menor Cp < 0.012 a la encontrada
en el medio con calclo (Kosartc No. 4>, a partir de las 90 horas de
cultivo Cuer Tablas VIII vy IXr.). Esto significa gque o pesar de que
la aqusencia de CaClé ocasiono la disminucion en la cantidad de
protelnas secretadas, la produccic;n de dextranasa extracelular
permane:cto' sin r:7mbio. Asi, rnsu}ta tmportarnte observor qgue la
frocoion de oproteina total gque ssta dada por lo dextranasa, aumentoa
considerablemente al suprimirse el calcio del medio de cultivo, ,

Es postble gue o5t =fscto se deba parcialmsnte a gue la accion
del calcio scbre el transporte a nivel de membrona de alguna forma
regula la secrecidn de pz‘otel.'m:zs v la proporcio'n Que clertas enzimas
secretadas ttenen con respecta al tatal de proteilnas extracelulares.

De acuerdo « lo anterior, consideramos aqus en los estudios
efectuados en el jfuturo con esas dos cegas, deberd suprimirse «al
calcio de la composicidn del medio de cultiwvo. Ademds, de ssa forma
se elimina ol problema operativo que ;L«anL ‘Lea la esterilizacidn por
separado del medio y la zal de calcio, procedimiento gue resulla
tndispensable sU s qgulere ewitar la formaction de  abundante
cristales de fosfato de calcio sn el medio completo.

Por otra parte, =0 calcio tuvo un efecto determinante en la
.-norfolo,_g{a micelial Que se presento en cultiveo sumerzido, Ambas
cepas tuvieron un crecimisnto on forma ce pellets esfdricos en sl
medto con. calcio (Kosaric No.+42, v wun crocimiento  flloamentoso
confluentse =n el medio gue cursce Jdel comguesto (Hosaric Mo, 53,

VIII. Efecto del Tipo de Dextroana.

La produceidn de riox Lroanasce  por Paemfmnyr". fidacinus &Ry

Paectlemyces> opn  bec  se vid  claramente influlda por el tipo de

dextrana utilizada como fuente de carbono » I[nductor. En la figurea
18 se {lustra como =sas dos cepas producsn una mayor contodad
snzima aextracelular cuando e cultinvan =n un meedlio gue contierns
deurrmcz T70, en lugar de dextrana graco (ndustrial. Licho eofecto
podrna deberse en realidad a gue la dextrana de bajo pes0 molecular
(T 700 permitiera alcanzar mayores niveles de concentracidn celular,
y por constigulente mayer. produccion de dextranasa, Sin embargo, st




s2 relaciona la actividad de dextranasa con el peso seco, y se
grafica la actividad de dex&ranasa por peso seco contra el tiempo
CFigura (70, la con-pc'racton de las cindticas obtenidas en ambos
medios presenta diferencias similares e incluso superiores a las
Gue se encusntran en la Figura (6,

[ie 1o anterior se desprende Jque el aumento en la produccion de
dextranasa debido a la utilizacidn de dextrana I70 no respande a un
tnecremento aen 2l peso seco celular, sino gue o5 I(ndependiente Jde
la biomasa producida. Asi, podemws considerar gque ol tipo cde
dextrana tiene un efecto a nitvel de la induccion misma de la
sintesis de la enzima.

Los resultados anteriores no coinciden con leos obtentdos por
Madhu vy Prabhu (19842, qguien encuentra que en cultivos de P,
acuéeatum, el incremento en la produccio’n de dextranasa estd
asoctado al inecremento en peso molecular de la dextrana utilizada
como tnductor. '

El efecto gue el tipo de dextrana tiene sobre la produccifsn de
dextranasa, sdlo puede explicarse si atendemos a Lla estructura
gulmica de los dos tipos de dextrana utilizados en el estudio.

Por wn lado, la dextrana gradeo industriql tiene un peso
molecular snritre 00 y [000 veces mayor gue 2l de la dextrana T /D
Ademds, la primera, con un peso molecular que osctla entre 5 x 10° \Y]
40 x 10 daltons, posee una varieduad de estructuras que dependen e
su grado de ramificacion dade por la presencia de enlaces ofi{,30 vy
alf 4. La dextrarna T 70 en cambio, al igual gue otras. dextranas de
peso melecular controlado, ha sido sometida o tratamientas Jde
Atdrdlisis deida o enzimdtica Cdisop. [9823, gue necesariamente le
dan una estructura diferente a la de una dextrana nativa.

Por otra parte sabemos que los wverdaderos inductores Ada 1o
sintesis de dextranasa, son los oligosacdridos producidos por la
hidrdtisis de dextrana. ast, parc Al ferentes eastructuras  de
dextrana, las distribuctones de oligosacdridos productdas por la
accidn de una misma enzima deben ser Jdi ferentes.

En el caso de las dextranasas de P.Eilacinus GR Yy Paecilemyces
on bc, es posible que su accidn sobre la dextrana T 70 produzca, ya
sea mayor cantidad,o diferente distribucidn de oligosacdridos Qque
los obtentidos por la hidrdlisis de la dextrana grado industrial. De
esa forma, los ilnductores mds potentes serfan los oligosacdridos
productdes por la degradacidn de dextrana T 70.

£l tipo de dextrana influys tamdién la morfologia detl
crecimienta en cultivo sumergido. El crecimiento de las cepas
Paccilenyces fifacinuws SRy  Paecilamycas osp be  fud  en  forma  de
pellets sn el medio Xosaric MNo.3 <con dextrana 1702, vy clarcaments
filamentoso  en el medto Nosoric Mo, & Cecon  dextrana grado
tndustrial). Este hecho puede haber repgercutido =n Llos diferentes
nitueles de dextranasa alcanzados on ambos medios.

El hecho de pue exista un efecto claro del tipo de dextrana en
la produceidn de dextranasa, nos lleva a pensar =n la necestdad de
efectudr mds experimentos en ¢sa direccion. Ademds, =l eleuado costo
comerctal de las dextranas de peso moLﬂcu ar controlado Ccomo la
dextrana T700 uimpide la formulacidn de medics de produccidn
costeables, y por ello o5 recomendable qgue se Pfectw:n. experimentos
con dextranas crudas o comerclales de distintos pesos moleculares,
que permitan obtener buenas cantidades de dextranasa a partir cde
medios. dde cultive aproplados para la producr:_io'n.
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IX. Morfologia Micelial en Cultive Swrergido.

La lm:)rfolo‘-}'{a del miceltio en cultive surergido se vxio'
claramente influlda por el tipo de dextrana y por la presencia de
clacio en el medio de cultive. En el caso del crecimiento en
pellets. el andlisis m-.‘crosco'pico reveld que al meomento de la
germinacion las esporas farecen agregarse, Una vez formados., Llos
pellets aunentan de didretro durante los orimeros tres a cinco dfas
de cultive, v despue’s =@ oscurecen W contraen. El crecimisnto
filamentoso parts de una etape =2n gue los trloas de serminacidn
surgen de manera tndegendients a sartir de sspoeras disgregadas.

£s peosible qgue algunos ©3 Que no se mantfiestan a nivel de
matras agttadoe, lo hagan 2n alas supertores. As{., la morfologa'a
del micelio puede repercutir en los fendmencs de transierencia de OF
v dJde nutrimentos, e ilnclidir directamente en la produccto’rz de

metabolitos Coriffin, (981; Solomons, [375D.

En el caso particular de los cultivos de Paecilovmyces (Cilacinuo
GR v Paecilsmyces on be. la compostcv_‘o’n del medio de cultivo tuvo
efectos clares sobre la mor;‘clog{a del nicelio. v probablemente
afectd la pror.iuccu;n de dextranasa. Podemcs rensar entonces que la
composicto‘n del medio y las condicicnes dde cultivo influtrdn
seguramente sobre la morfologfa v la prcduccién de enzima durante
las fases de oplimizacio'n v escalamiento. Este  hecho debe
considerarse come un precedente gue conduzca al establecimiento de
un registra de la morfologia que se presenta en cultivo sumergzgtido.
Dicho controtl permn’tcm’a Canocer las sausas y afectos de los
diferentes tipos de crscimiento,

CONCLUSTQNES,

t> Las tres cepas de Peniclllium A, 8B vy €O originalinente
consideradas, pertenecen a la especie FPeniciliium purpulrgenum, Vv
no gresentan compartamtento de variantes fisiolégzicas. Esto nos
permite asegurar que se trata de la misma cepa.

22 La cepa gus produce la mayor cantidad de dextranasa en <l
menor tiempo de cultive, es decir la mds productiva, resulta ser
Pendcillium  purpurasgenen 4. Sin embargo, la postble prcducr:Lo'n cle
rubratoxina tmptde su utilizacisn en las dreas alimentaria y de la
salud,

22 lLa cepa ndas aproplada para la procluccio'n tndustrial cde
dextranasa s Pazcilomyces  Filacinus  GR. Esta cepa es la mejor
oroductora e la enzima, adends de ogue mediante. su cultive  se
ebtiena la mayor pureza «=n términos de actiuvidad especi{fica de
dextranasa.

42 En cultivos de P. Clilacinus B8R, tanto la ausencia «e calctio
como el tipo de dextrana utilizada como fusnte e carbkono influyeron
en la produccio’n v la actividad espec L'fi/:a de la doxtranasa
producida. Asimismo dichos pardmetros afectaron la morfologla del
hongo en cultivo sumergido.

’ - . . - o~
5> La produccion de dextranasa por . Paecilsmyces (ilacinus SR
. . R R .
esta parcialmente disociada del consumo de dextrana.
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85 ' La produccion de dextranasa en Paecllemyces  »p be Estd
totalmente disociada del consumo de dextrana.
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satoy pfa

Peso
FECO

A
Ticapo B350 A:tivfiad Artividad
thoras EET
(ag/al) dect ana;adertrs1a;a {1g/al)
(Urp/al} por Pese
seco
(GAD/2g)
Tt3 P Y&

1.

Coer Yarana

2y, Mizzlio

e 2

Actividad ﬂctévided 2
;

3 ¢
dextrsnasadextranasa (a
(UAB/R1)  par Peso

Lot café .\.’JIZ.

3190t

/

"ti;idad Actividad

Je

':L
) dextranaszadsxtranasa
(UAD/e!) por P-.

(UA D/aq)

Liberaciin de un pryaeato Je
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. cate rafizo, Lihsrac

TABLA 'Ir. fes uh‘auns de crerm»uto y produccids de Peaicilifun purourajengy
b zedio Kozaric Ho.d. Andlisis Je 4 cxperinentos por Juplicsdo

Tiazpe Peza Actividad  Carb,  Protzing Actividad detividad

(horas} 4y de totales  rolubls bH) especifica
fag/a]}) dextranazaconsumides(1 gfal) dextranasa Je

(UaB/al)  (ag/sl) ICard,  Jextranasy

totalez  {iaD/ag de
{4a0/ngC, Jorotefaal

3 t3 Y43 I+7 T+ P43 ¥+ 3

0.00000 0.00000  Q,0000
{34110 37475 (07518 0.78823 2022417
076751 1,55074 0.00423  0,[3607 10,0138
17,5411

. £,04338
I7,20837 10,1352¢ 047314 1,73399 194,30573
217331 0.18025  0,03(87  0.23543  31.GG040
18,37302
2.43011

15,3428 10,20853  0,2003(
2,17324 021743 0,03£00

12,52146
4,13408
8.13282  9.,3323 0,328 0.82%08 3714070
3.8¢324  0.08280  0,02012  0.33847 21.,32377

nésze conflueate, ?: celin auy sbuadante f2 zofor
on de o prgaeafo calor naranja

i

TABLA [11r, Rezaltsdaz de reeciadanta v oraduce DTV e
acdio Mosaric Wo. 4. Andlisis de 4 esperiaentos
Tizage Actividad  Carb, Prutema hrtmjad Activifad
(horss) Je tatales  solubl 2specifica
Jextranas acnn\u:xdo (810 q/:!) z‘wt(au 3 e
(42pnl)  tghal) iCary, Zegtranasa
- totales  (Yallyg de
{1ADage .’pmtma)
X+F 0 FET X5 X435 X #F 0 4%
55880 0.00000 0,00000  0,00000
4,13332
0 15,0055 .02 270441 0,04790 110504
LT3 CLOLIS 0.45848 G.01060 047208
D 04075
101918
ﬂ Nidl L3 4,07572 1143 7
0.01285 0,723 9,00342 4, 44050

0.29733
J.01800
0,32799 2.45708
L3478 4.0447 0.7435

160 1504667 0,16390
345212 9.03877
4
2

S7( 0,34214 206476 00946 0.13142  3,56040
759 0,03838  0.79656  0.00776  (.,0¢282 0.41318

Creciniinto en pellets compactosy esféricos, de color blaazo. Ho hay
Fideracidn de pigwento

177 1,52450
320 0,63449

83
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TABLA IVr. Resultzdes de creciniento y produccida de Eii.llﬂvir‘z‘ be en
1edlo r\a;ang No. 3. malisis e 3 ntfaeﬁu;ntostor asplicade a2

Tizapo Peso Ach.m,ad Actividad
(horas) 58c0 d2

{3g/2]} Jenrana" extrarasa

(U2hinl) por Peso

seca
(440/2g)
Y45 f+5 X+

150 &,80000 0.00000 00600
4.7¢431

0 10,88087 047143 0.04853
3.25208  0.10472  0,01358

4% 13,43397 e80T 0.247%
A DU 00N

20 0.77443
' 2.24779
1 1.8207
0.52467

138 0,73331
0,59339

160 2,337 4

0,97434

187 10,02143 20.72750  2,03403
1.03895  1,85571  0,15945

31-1;9 en pellets conpactos, exféricos, de color blanco.fo kay liberacid
iwente -

TASLA Yro Resultsdos dr craciaieabo ¢ oproduccidr e Papciloyvosz [ilacinyg 4R
in aedio Kosaric Mo, 3. Mdlisis de 3 exzer faentas por 31.1.11-.330
Tieapo Feso Actividad Actividad
thoras) 3800 de Je
fag/ml) devtranazadextranaza
R l) P

R F+3 [

15 20,00000

4 #,0433%

3325

3%

20

11 1445714

0.24372

136 2 23352
! 0,54434

f30 [4,47357 22,19847  [,53%%¢
237834 0,10366  0.3244¢6

135 1093143 22,13524  2.03596

137733 0,35338 o.23214

Creciaiente n pellets compactas, esféricos, de color blanco, Liberacidn de us
aipento de color resa o lila,
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TABLA VIr, 8zsultados 43 creciaieate v praduccida por Pseciloaycss sp be, en
1:dio Kesaric No, 4, Mslizis de 4 e(perntnto: po; duplicado, &b

Tieape  Peso Actividad  Card,  Proteina Actividad Activifad
{horas) FECO g2 atalss lyble g2 especifica
(33/21) dextranas aco1uaidos (10 a/al) Jextranasa de
U/l (1g/al) fCarb,  Jextranasa
tatales (4AD/ag de
(¥AR/¥gC, dprote (hal
[ T B I S ¥43 P
300000
0,05284  5,78423
0.03270  0.€7417
' 1,439
g, 3107
: AED P IUAT 0,202 21,0754
! LE4058  0,30434 2 J01151 2,207
12,4287 8.2857¢
212671 13327

138 - 700000 1034050 2,47
6,34314 073572 0,374

180 7.94714 13.01392
1,39180  0.63437

1524877 9,25154 0.2

FISIS 0,243 001

00,2553 113348 42,73540
7 0.01Sl 0.13206 275548

¢canflusata cor alguras soregacionss de wizeling Hicelis
3 ~3/ liberacidn de pigyents,

TABLA V1lr, Resultados de crecisiento y produecibn par Pagcilsvyces 33 hee on
wedio Kosaric No, 5. Adlizis de 4 sxperizentes por Jupliczdo,

Tizage Pesy Actividad C‘arb. Prataina Jf*i'i f34
(horas) 3800 e ctales  soluble

{2q/8]) dextrinagace 1~vaxuo~(!l7 3/ j-drna 73

) (4pal) g/ad) iCarb, dextranasa

totales (UAD/3g d¢

(U I‘/arC.“r. taina)

rFF 0 X+3 M [ EE R Xt

15 306000 000000 0, 00000
0.J0739

1 3,05205  0.03445 21404

Q01008 2,01308  0,70155

85 12437 9,43933  0.14443 0, 14023 [0,284073

G000 0.32021 005892 002716 5.134%

eD} 4 T4 9,136 003145 0.48951  13.30019

L3236 GL 44425 9,02520 0,08170  4.17232

m 3072200 901145 0,280%0 0,81139 24,3747

L4313 003072 0,01220 0,121 5. 1082

13 143210 2,83577  0,2M464  1,29745 32,0054

90,0285 0,88038  0,01811 0,10474  0.73¢46

160 12,5 10,G7322 026100 1.21270 44.39198

PXEN
13883 090921 0,00334  0.i7130  7.51331

185 7.90317 1843811 9.21090  0.25%60  1,61297 £0.19570
0,95868 . 2.07172  1.24268  0,00467  0.10486  5.016H4

Crecivieato en pellets compactos, esféricos, de color blanco. Ho hay
Iiberacidn de pigaento.
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ados Je crzciviento y produccids por Pascilosyces [ils-
Kosaric Mo, 4. fnslisis de 4 cxperinentos por duplicads,

Tmno Peso fctividad  Carb, . Proteina fctividad Armz?ud
11133

(horas) secq de totales  soluble de ¢
{ag/al)  dexiranazaconsusidos(10 g/el} dextrapaza de
(ynn1) ghl) [Csrh, destranasa
tatzles (I4D/3g ¢
(20 73¢C. ) aratsna)
R B S T R I
15 0,66300  0,00000
40 012314 54423 5.22341
0.15628  L.07879 1,87172
&3
kU]
it
13 1.70313 . 74.317%2
0 4000 4,31387
J&)
135

Crecrmiento filamentoso coarlueate con alquwras agrezazionss 42 aicelia,
de coler dlaaca e creva, Lideracion de ur pignento 32 calor rosa o 11’5,
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Tieapo
(horss g

t:io
io X

Peso

| Feco
f23/31)

J

s Je =

os3rfe |

Actividad  Carb,  Protelns Actividad
de totales zoluble Je

daxtranasaco Jas(10 3/1) dextranasa
(22021 faglal)
P F X+ F Y ]

2337238
945154

1018847
20153
0.17403
0.02257
2,131
121E3

2057240
a0

10,513 004243
000 0LNEY7

1268
01444

.62 pellets pzqueios, lecosas de color dlarca 2
e pigyento,
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TABLA Xr, Sesultidos de crecinizato y produccidn par Paeciloayces lilacinus
NRRL 375 en wadie Kosaric No. 4. Analisis gs 4 2xper[asates per duplicido,

o Actividad  Card,  Frotzina Actividad detividad

Tizapo
(haras) seco | de totales  zoluble de especifica
(39721} dextranas apidos (10 g/el} dextranaza de
wapall fag/al) iCarb, dextranasza
totales (UAD/3g de
(4ap /a9l Jproteina)
4% 43 F+§ k+F K+F 0 X 4F
15
1 [,71404
.33441
5 2,15002 17,7506
0.15674 1.38148
2 2,799 2,43413 10, 34547
0,21292 200221 003143 143070
"1 4,62547 24,35405
G07113 1032008
13
o 21544
LOz7
135 2,72277
7,358t
07
20

anto Filaventasy confluente con agregaciones wmaceliales 5 aanera de pe-
color creva, Lidsracidn sbundaate Je un piguento de color rosa o lila,
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TA’BL~ ilr, Praduccich 3¢ dextranasa por cinco cepas, Yalores laxuo al-
zados durantz el cultive en 3s sdio Kosaric Ro. 4. Entre parentes
f1dica =] tieapo de cultiva (&1 horss) al que se aleanyd ese resul

CERA
Jestranaza
(430739 1a tatales
proteina) (Yap/a3C.)
¥ k ¥
Penicillivg purpursgenus A 17,3054 i, 8057 1.75%
— 301 (30}
101,038
55)

0,3637
(18)
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TABLA XIlr. Datos de crecisfento de cinco cepas en aedie 351ido, Log resultsdos
w-rprecan I
R = Raago de creciatento (winino-vdxing); x = Provediof
Entre pardntesis se escride el nérero d2 colenias vedidaz

Desviacidn st,.
¢n £33 condicidn

HERIO DE CULTIVO - TERPERATURA DE THCURACIGN

LEP4 H-X 80,8 £44 M09 EH4 '40 10 CYA Mo.8 074 §0.3 (YA Mo, JLJN *h u
Tiewpo 72 i5C PRI LA wee ic
Incubar ida
{4laz)
Penicilliug 2= 2;8-713 R= g—g%.SP s (-4C R = 3—4.:"
Chr aaf 05ats ¥I=27,7 $:=9, = 3.7
7 T LPIE I 70044
7} (18) (13) l¥2] (13)
R=
£
g 12-%7 R =40-45
7= 34,2 X < 63,02
HEN Pt 7= 1.0
1§) (&)
Peaizilliug s =122 R -1 Rz 14-39 8 #3540 3 R= 2(-24
77 @ \3“ 19,23 ¥ = 3,38 =355 77 4,0 I= 22,06
) F=0.9 T=0,38 el 4 T4 = 0,76
. [£3] ) 3) (¢} (£) (7}




Figura 25. Colonia de Penicillium purpuirsgenum A en  medio CYA
a los 5 dias de cultivo a 28 °C.

Figura 26. Conidiofore de Penicillium purpursgenun A.
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Figura 27. Colonia de Poecilomyces Cilacinus &R en medio EHA
No.10 a los 14 dias de cultivo a 28 °C.

Figura 28. Cenidiofore de Paecilomyces {tilacinus &R.

86



Figura 29. Colonia de Paecilemyces on bc en medio EHA. No.10
a los 14 dias de cultivo a 28 °C.

7veyazs

Figura 30. Celonia de Penicillium »n 7V en medio CYA a los 7
dias de cultivo a 28 °C.
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APENDICE,

- . . . .
Composicion de Medios de Cultivo.

Los medios Nos. 2
CNo. 12 de Kosarile (19730,

Composicion de los medicos Kosaric.
al 5 son modificaciones del medio original

FPeso en gramos para [ 1. de medio

an buffer fosfatoes 0.1 M
Medio Dextrana ODextrana MgCle Cactle Extracto pH
Yosaric . r 7o G. 1. de
Mo, levadura

. .

Coriginall 20.0 ———— 0.2 0.4 {0.0 5.8
2 5.0 —-———- 0.2 Q.4 10.0 7.0
2 (0.0 ———= a.2 0.4 {0.0 7.0
EN ——-= 10. 0 Q.2 Q. 4 10.0 7.0
=3 ———— 0,0 a.2 ———— 0.0 ]
B, Medioc H~N. Modificads de 7. Medio H-N. Meodificado de

Hultin & Mordstrom ({9492 Hultin & Nordstram CI2492

Compuestao -- Peso (g2 Compuesto ~~  Paso Cgl
Lextrana G. 1. -~ 0.0 Dextrana T 70 -~ [0.0
CNHA22 504 —= 2.0 CNHA22 S04 —-— 2.0
K2 POt —— 0.5 KM2 FO4 —- 0.5
Mg S04 —-- 0.1 Mz S04  ~- a.t
dAgar L. 1. -- 8.0 dgar L. I, " ~— (8.0
+ 1 L. de HZO dest + [ L. de HZO dest
2. Medio Crd4., Fitt (13735
Compuesto -~ Peso (x2
. E2 HPOL -~ 1.0 ‘ YSolucion Czapek.
Solucidn Czapek ~-= {.0ml. )
Extracto de -~ 5.0 MNaNO32 -~ 30.0 3
levadura KoL o-- 5.0 g
Sacarosa. -~ 30.0 MSO4 THSO  -- 5.0 g
Agar -—- 15.0 Fes04 7Hz20 -~ 0.1 g
+ [ L. de HEO dest. En 00 ml. de solucion

con HZO0 dest.,




9. Medio EMA.

Compuesto

Extracto de
mal to
FPeptana
soya
Zlucesa
Azar

dea

+ 1 . de

I[. Medio G25N. Pitt C1979D.

Pitt CI1379D. 10. Medio EMA. Ontons et al
c1egro

-~ Pesc g2 Compuesto ~--  Peso CTgo

-= 20,0 Extracto de - 20.0
malta

- (.0 Agar -=- (5,0

-- 20,0 7 + [ l. de HZO dest

~-- 5.0

HZD dest.
12, Medio CHEAM para

preservacion. Pitt 137392
Compussto -~  PFeso Cwd
Compuesto -- Peso {gi
K2 HPO4+ —=— 0.75
Solucion Czapek ~—— 7.5 ml kK2 HPO4 - 1.0
Extrocto de ~- 275 Solucidn Czapek -~ 10.0 ml.
levadura Sacarosa —-- 20.0
Glicerol -— 282.0 Extracto de —-— 40.0
dgar . -—- {20 malta
dgar -— 5.3
+ TEO mt. de HEO dest.
+ 1 l. de NZO dest,
Procedencia de los reactivos utilizados.
Pextrana T 70.= Dextrana T 70. Pharmacia® AB Uppsala Sweden
Dextrana G.[I.= Dextrana grado industrial. Sigma® Chemical Co.
Inc., St Louls Mo. U S.A.
=,
Extracto de lewvadursa z.b. Bloxon CBioxonw de Mexico S.d.Oax.Oaxd
Extracto de malta g.b. Biloxon CBioxonEhe Mexico S, 4. Oax. OQax>D
Agar= Agar bactertoldgico Bloxon CB£OXOﬂE de Mexico 3. 4.
Oax. Oax. 2
Agar L.[.= Adzar bacterioldgico libre de inhibidores. Merck'

CMercR de Mexico

5. 4. Edo. Mex. D

Los demds reactivos uttilizados son todos grado analitica CR. 4.2
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