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l. Resumen

En éste trabajo se identificaron las enzimas producidas por Aspergillus flavus y la
relacion entre la disponibilidad de nutrientes, el crecimiento y la secrecion de
enzimas, en diversas condiciones empleando como fuente de carbono sustratos
complejos como el salvado de trigo y berenjena. Este hongo es uno de los méas
abundantes y con mayor distribucién mundial, tiene la capacidad de desarrollarse
en muchos sustratos como plantas, arboles, animales y muchos tipos de granos.
Se emple6 un modelo biolégico activo, la berenjena, para estudiar la degradacién

del material vegetal por el hongo como sucederia normalmente en la naturaleza.

También se evaluo la produccion de enzimas en medio liquido y solido, en donde
se encontrd la produccion de xilanasas, pectinasas y celulasas, cuyos niveles
varian de acuerdo al sistema de cultivo utilizado. En el caso del medio liquido se
evalud efecto del aire en la produccion enzimatica, realizando experimentos en

condiciones estaticas y con agitacion constante.

Para el medio solido se desarroll0 un sistema de crecimiento utilizando
membranas de policarbonato, con el cual se evalud el crecimiento, el consumo de
sustrato y la produccion de enzimas, este sistema también permitié el estudio de la
morfologia y su efecto sobre la produccion enzimatica. En estos sistemas, tanto
con una membrana de policarbonato (micelio esporulado) y con dos membranas
de policarbonato (micelio vegetativo) la expresion de los sistemas enzimaticos

vario dependiendo el sustrato en el que se desarrollo.



II. Introduccién

El género Aspergillus estd conformado por alrededor de 175 especies, y es el mas
abundante en el mundo. Aspergillus flavus es un hongo con gran distribucion en
las zonas tropicales y subtropicales del mundo, tiene una gran importancia en la
agricultura debido a que produce un micotoxina muy potente (aflatoxina B1) lo que
representa un gran peligro a la salud. Este hongo es un saprofito importante que
crece sobre una gran variedad de sustratos simples y complejos (celulosa, quitina,
pectina, xilano) y secreta una gran variedad de enzimas para su desarrollo; como
proteasas, lipasas, amilasas, hidrolasa, etc., lo que lo hace atractivo en la

produccién industrial.

El interés sobre el estudio de la aplicacion de enzimas en la industria se ha
incrementado de manera importante, debido a que han mostrado ser una
herramienta con una elevada eficiencia catalitica, que no dafa el medio ambiente
y que tiene una alta rentabilidad economica utilizando sustratos de bajo costo,

como los desechos agricolas.

Las células microbianas son la fuente usual de enzimas para uso industrial,
exceptuando algunas provenientes de animales y plantas. Las enzimas
microbianas disponen de una gran variedad de actividades cataliticas, usualmente
pueden obtenerse en cantidades abundantes, baratas, de forma regular, con una
calidad uniforme ademas de que los procesos de produccién son faciles y

seguros.



1. Antecedentes

lll.I Pared celular de las plantas

La pared celular de la planta cumple en primer lugar la funcién esencial de
mantener la forma de la célula y dotar al tejido de resistencia mecanica; sin ella los
vegetales no podrian mantener su tamafio y forma, ademas tiene otras funciones
fisiolégicas ya que actia como barrera eficaz de proteccion frente a organismos
patdgenos y depredadores, participa en el control de la expansion celular y del
transporte intracelular, sirve como almacenamiento de reservas y constituye una
fuente de sefiales celulares que desencadenan diversos procesos como la
proteccion ante un patogeno. (Vorwerk, Somerville, & Somerville, 2004)

Para que los agentes patdgenos puedan invadir satisfactoriamente a los tejidos de
las plantas necesitan sintetizar un gran numero de diferentes enzimas que
hidrolicen la celulosa y la hemicelulosa. (Khandeparker & Numan, 2008; Vorwerk,

Somerville, & Somerville, 2004)

La pared celular de plantas se compone de 3 capas: lamina media, pared primaria

y pared secundaria. Figura 1.

A. células
capas de
pared secundaria
laminilla —_—
media compuesta §1 §2 53
v

-

lumen
celular

lumen
celular

laminilla media paredes primarias

Figura 1. Pared celular de las plantas www.biologia.edu.ar/botanica/tema7/7-2pared1l.htm
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La pared primaria esté presente en todas las células vegetales, usualmente mide
entre 100 y 200 nm. de espesor y es producto de la acumulacién de 3 6 4 capas
sucesivas de microfibrillas de celulosa. La pared primaria se crea en las células
una vez que esta terminando su divisién, generandose el fragmoplasto, una pared
celular que dividira a las dos células hijas. La pared primaria est4d adaptada al
crecimiento celular, las microfibrillas se deslizan entre ellas produciéndose una
separacion longitudinal mientras el protoplasto hace presiébn sobre ellas. La
composicion de la pared celular varia de una especie a otra (Minic & Jouanin,
2006; Sandrim, Rizzatti, & Terenzi, 2004).

La pared secundaria, es la capa mas adyacente a la membrana plasmatica, se
forma en algunas células una vez que se ha detenido el crecimiento celular y se
relaciona con la especializacion de cada tipo celular. A diferencia de la pared
primaria, contiene una alta proporcion de celulosa y lignina (Minic & Jouanin,
2006)

La lamina media es el lugar en la que se unen una célula con otra, es rica en

pectina y otras sustancias adhesivas, lo que permite la union de las células.

En el interior de las capas coexisten dos fases: una microfibrilar y altamente
cristalina, compuesta de celulosa, y una matriz amorfa compuesta
fundamentalmente de pectinas y hemicelulosas. La matriz contiene también
cantidades significativas de glicoproteinas. Todos estos componentes
interaccionan entre si mediante varios tipos de enlaces, covalentes, i6nicos, y
puentes de hidrogeno, formando un complejo estructural rigido. Ademas hay
interacciéon entre los diferentes polimeros, hemicelulosa-lignina, celulosa-lignina y

pectina-hemicelulosa, etc. (Subramaniyan & Prema, 1999). Figura 2.

La celulosa es el principal constituyente de la pared celular, se trata de un
polimero lineal de residuos de glucosa (alrededor de 8000 a 12000 unidades),
unidos por enlaces B-1,4. Se presenta como estructuras ordenadas, en forma de

fibras, cuya principal funcién es el asegurar la rigidez de la pared celular de
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plantas. En la pared celular primaria las microfibrillas de celulosa tienen un
didmetro aproximado de 3 nm y generalmente consiste en 36 cadenas de B-1,4-

glucano. (Lerouxel, Cavalier, Liepman, & Keegstra, 2006)

La hemicelulosa es el polisacarido mas heterogéneo y es la segunda estructura
mas abundante en la pared celular, cumple con la funcién de aglutinar las fibras
cristalinas de celulosa, dando consistencia a la pared (Paz-Lago & Hernandez,
2000). El principal polimero de hemicelulosa en cereales es el xilano, que es un
polisacérido constituido por unidades de D-xilosa, unidas por enlaces B-1,4. El
segundo polimero mas importante encontrado en la hemicelulosa es el
glucomanano, que consiste en unidades de D-manosa y D-glucosa, unidas por
enlaces B-1,4 y sustituidas con residuos de D-galactosa. Otro componente de la
hemicelulosa es el xiloglucano, constituido por unidades de D-glucosa unidas por
enlaces B-1,4 y sustituidas por unidades de D-xilosa. (Lerouxel, Cavalier, Liepman,
& Keegstra, 2006)

¢ Avarato de Golai

Complejo de sintesis de
celulosa

OO Calulosa Tipos de pectina
Tipos de hemicelulosa s RAMnogalacturonano |
—_— Xiloglucano e Homogalacturonano
—_— Arabinoxilano .W. Xilogalacturonano
“-'-(;" Arabinano
- Ramnogalacturonano Il

Figura 2. Pared celular de las plantas. (Cosgrove, 2005)
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La pectina es un polisacarido que se encuentra en el lamina media de la pared
celular de las plantas y contribuye en la forma estructrura de las plantas asi como
en la proteccion de enfermedades. Su componente principal es una cadena lineal
constituda de unidades de acido-a-D-galacturénico unidos por enlaces glicosidicos
(1-4). (Bonnin, Clavurier, Daniel, Kauppinen, Mikkelsen, & Thibault, 2008) Figura 2.

Celulosa

La celulosa es un polisacarido de cadena lineal compuesto de monémeros de D-
glucosa con unidades B-1,4. Es el polisacarido mas abundante y su funcién es
principal es asegurar la rigidez de la pared celular vegetal. La configuraciéon 3 le
permite formar cadenas largas y lineales, (Ovando-Chacén & Waliszewski, 2005)
llamadas microfibrillas, a través de uniones tipo puentes de hidrégeno y fuerzas de
van der Waal's, formando estructuras cristalinas, (Zhang, Himmel, & Mielenz,
2006) con cadenas orientadas paralela y anti paralelamente resistentes a la
hidrolisis. (Minic & Jouanin, 2006) Figura 3.
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CELOBIOSA CELULOSA

CELOBIOSA

o T ‘“‘
o] ” 9009

‘ CELULOSA
CRISTALINA

'

CELULOSA
HEMICELULOSA AMORFA

Figura 3. . Estructura de la celulosa

http://webs.uvigo.es/mmegias/5-celulas/imagenes/matriz-celulosa.png

La abundancia de grupos hidroxilo en la celulosa contribuye en la insolubilidad de

la celulosa en agua. El grado de polimerizacion (DP) de la celulosa varia segun la

especie

Muchas son las utilidades industriales que se le pueden dar a la celulosa, como en
la industria de alimentos y la farmacéutica, se pueden generar diferentes
compuestos con diversas propiedades funcionales por ejemplo, la carboximetil
celulosa se utiliza como espesante, la celulosa microcristalina que es usada como

anticompactante y en la elaboracién de tabletas en la industria farmacéutica.
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Hemicelulosa

El grupo de las hemicelulosas constituye el segundo grupo de polisacaridos mas
abundante en las plantas compone mas del 30-35% del peso seco de la pared
celular de la planta (Minic & Jouanin, 2006). Son polisacaridos heterogéneos, su
composicion quimica consta de pentosas (arabinosa y xilosa), hexosas (glucosa,
manosa y galactosa), acidos uronicos (galacturénico y glucorénico) y algunos
desoxiazucares, que se agregan como una cadena principal relativamente larga

con ramificaciones cortas (Beg, Kapoor, Mahajan, & Hoondal, 2001).

La hemicelulosa es sintetizada en el aparato de Golgi y es excretada dentro de la
pared celular. (Minic & Jouanin, 2006). La estructura y organizacion variable de la
hemicelulosa hacen un polimero de alto peso molecular, insoluble y asociado a

lignina y celulosa. (Shallom & Shoham, 2003)

La hemicelulosa se encuentran en la pared celular, desde la lamina media hasta la
lamina Sz; siendo mas abundantes en S; y S;3y en menor proporcion en la lamina
S, (Figura 1)

El principal polimero de hemicelulosa en cereales es el xilano, que es un
polisacarido constituido por unidades de D-xilosa, unidas por enlaces -1,4, que
pueden estar sustituido por residuos de L-arabinosa, D-galactosa, acetilos, acido
glucoronico, ferdlico y p-cumarilico (Sandrim, Rizzatti, & Terenzi, 2004). Es un
polimero estructural muy abundante, llegando a representar un 30-35% del peso

seco. (Beg, Kapoor, Mahajan, & Hoondal, 2001) Figura 4.

En las plantas el xilano se encuentra entre las microfibras de celulosa y la lignina,
y estd unido a través de enlaces covalentes y puentes de hidrogeno en varios
puntos con la lignina (Figura 5), dandole a la planta integridad y ayuda en la
proteccion contra la degradacion e invasion. (Beg, Kapoor, Mahajan, & Hoondal,
2001). El xilano constituye la tercera parte de todo el carbon organico renovable

sobre la tierra. (Paz-Lago & Hernandez, 2000; Ratanachomsri, y otros, 2006)
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Acido glucordnico
Acido fertlico

o \
S o !iiiltitii::ii

Figura 4.Representacion esquematica del xilano. (De Vries & Visser, 2001)

El segundo polimero mas importante encontrado en la hemicelulosa es el
glucomanano, que consiste en unidades de D-manosa y D-glucosa, unidas por
enlaces B(1-4) y sustituidas con residuos de D-galactosa. La proporcion es de 1:3
(glucosa-manosa) y la secuencia de glucosa y manosa es arbitraria, ademas los

residuos de manosa pueden estar acetilados.

Los hexosanos estan formados por glucosa y manosa formando glucomananos y
cuando estan presentes la galactosa, glucosa y manosa, forman los

galactoglucomananos.

Los mananos y galactomananos presentes en las paredes celulares juegan un
papel de reserva energética y absorcion de agua. Consiste en una cadena de
manosa unidas por enlaces B(1-4) y cuando aparece un residuo de galactosa este
se une a la manosa mediante enlace [(1-6), los mananos pueden formar

estructuras cristalinas de gran dureza.
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Celulosa
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Figura 5.Interaccién de la hemicelulosa con la celulosa y pectina. (Cosgrove, 2005)

El glucoromanano esta presente en pequefias cantidades en muchas especies, es
una cadena principal de manosas unidas por enlaces o(1-4) y residuos de acido
glucoronico unidos por enlaces B(1-2) y, posiblemente en secuencias alternadas.

Las cadenas laterales incluyen xilosa y arabinosa.

Los xiloglucanos estan presentes en gran numero de semillas, la cadena principal
esta formada por glucosa unidas por enlaces (1-4) a la mayoria de las cuales se
unen residuos de xilosa por enlaces o(1-6), algunos residuos de xilosa estan a su
vez sustituidos por fucosa «(1-2), por galactosa B(1-2) y ocasionalmente por

arabinosa.

De los pentosanos que estan constituidos por arabinosa y xilosa, los mas
importantes presentes en la madera son los arabinoxilanos. La arabinosa en el
arabinoxilano esta conectada a la cadena de xilano via enlace a-1,2 6 a-1,3 ya
sea como un solo residuo o en una cadena corta, con una incidencia de
aproximadamente un 12% en los residuos de xilosa. Estas cadenas laterales
también pueden contener xilosa unida a la arabinosa por enlace -1,2 y galactosa
gue también puede estar unida a la arabinosa pero por enlace p-1,5 o por p-1,4 a

la xilosa.
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En el glucoronoxilano el acido glucorénico y su 4-O metil éster estan unidos al
xilano por enlace a-1,2. Este tipo xilano esta altamente acetilado y esta acetilacion
es mas frecuente en el C-3 que en el C-2. La presencia de estos grupos acetil son
los responsables de la solubilizacién parcial del xilano en el agua, y pueden ser

removidos cuando el xilano esta expuesto a una extraccion con alcali.

La hemicelulosa es usada en la fabricacién de papel aumentando el rendimiento
de la pulpa celulésica, aumenta la resistencia de las fibras debido a que actia
formando enlaces entre ella. La hidrolisis de la hemicelulosa puede producir

mezclas de azucares que pueden ser utilizados en la alimentacion animal.

Los principales productos del xilano, de importancia, son el furfural y el xilitol. Los
productos de hidrdlisis del xilano (xilosa y oligosacaridos) tienen posibles
aplicaciones en la industria de alimentos como espesante o como sustituto bajo
en calorias y como aditivos anticongelantes , en la industria farmaceéutica el xilano
es usado como agente directo para tabletas y en combinacion con otros
componentes, ademas puede ser usado en tabletas de liberacion prolongada. El
furfural constituye la materia prima basica para la industria tales como: farmacos,

biocidas y resinas furanicas.

Pectina

La biosintesis de la pectina puede hacerse a través de un derivado via inositol; el
L-bornesitol, el cual sufre una oxidacion formando un intermediario llamado a-D-
acido metilesterglucoronico, seguido de una epimerizacion generando el azlcar
gue servirA como parte conformadora de la substancia péctica, el acido
galacturonico, la L-ramnosa u otros azlUcares neutros, los cuales son
transportados al aparato de Golgi. Estos polimeros son posteriormente
empacados en vesiculas y exportado, para fusionarse a la pared celular, siendo un

proceso controlado por la cantidad de Ca** presente. (Minic & Jouanin, 2006)
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Las pectinas tienen un papel esencial en la estabilidad de la pared al actuar como
material aglutinador de las fibras de celulosa. Entre frutas y verduras, las
sustancias pécticas constituyen un factor determinante de la textura y firmeza, y
por tanto la calidad del producto. El ablandamiento caracteristico de las frutas al

alcanzar la madurez se debe al aumento de las enzimas pectinoliticas.

La pectina es uno de los polisacaridos mas abundantes de la naturaleza, ya que
es parte constituyente de la pared celular, alrededor del 35% de peso seco, junto
con otros polisacaridos a los cuales se encuentra asociada como son: la celulosa,
la hemicelulosa (xilosa, galactomanos, galactomananos, xiloglucanos) y lignina.
Se encuentra localizada en la l[amina media de los tejidos vegetales. (Bonnin,
Clavurier, Daniel, Kauppinen, Mikkelsen, & Thibault, 2008)

La funcion principal es el de ser material de adhesion entre las células, lo cual
proporciona rigidez al tejido vegetal, de ahi, proviene su nombre, ya que pectina,

proviene del griego “pektos” que quiere decir rigido.

La pectina esta en mayor cantidad en los frutos inmaduros y especialmente en
algunos tejidos suaves, como lo son la cascara de los citricos, las manzanas, las

peras, los tomates, etc.
Se pueden encontrar en la naturaleza distintas sustancias pécticas:

a) Protopectina: se encuentra en los tejidos vegetales inmaduros. La mayoria de
los carbonos carboxilicos de los residuos de acido galacturénico se encuentran
esterificados con radicales metilo a lo largo de toda la cadena y es insoluble en

agua.

b) Acido pectinico: se puede encontrar como pectina de alta esterificacion (50%-
85% de esterificacion) o de baja esterificacion (menos del 50% de

homogalacturonatos esterificados) y son mas solubles que la protopectina.
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c) Acidos pécticos: los grupos carboxilo del acido homogalacturénico no se
encuentran esterificados, formando entonces sales o0 pectatos con iones

bivalentes como el calcio (Ca®") y el magnesio (Mg?").

La proporcién de protopectina, pectinas y pectatos en los tejidos vegetales varia
segun la madurez de la planta. La pectina es una mezcla amplia de sustancias
pécticas de diferente composicion que contiene como principal componente acido
pectinico.

La pectina es esencialmente un polimero del acido D-galacturénico, con un
contenido de grupos metoxilo variables con los que conforman ésteres metilicos.
Los monomeros del acido galacturénico estan unidos entre si por enlaces
glucosidicos a-D-(1-4), y es ocasionalmente interrumpida por monémeros de L-
ramnosa, y en forma menor por otros azucares neutros tales como la fucosa, acido

glucoronico, xilosa, L-arabinosa y D-galactosa. (Solis, y otros, 2008)

La pectina contiene dos tipos de esqueleto covalentemente unidos. Por un lado
una cadena de acido galacturénico, denominada homogalacturonano (HG) que
forma una hélice lineal que contiene unidades de acido D- galacturénico unidas
por enlaces a(1-4). Algunos grupos carboxilo del acido galacturénico se
encuentran esterificados por metilos en el carbono 6. El segundo esqueleto de la
pectina es el llamado ramnogalacturonano | que consiste de dimeros de acido D-
galacturonico unidos por enlaces o(1-4) unidos a monémeros de L-ramnosa por

enlaces a(1 -2). (Minic & Jouanin, 2006) Figura 6.

Al esqueleto homogalacturonano (HG) se le ha nombrado region lisa, por su casi
nula ramificacion, y al esqueleto ramnogalacturonano se le ha nombrado region
peluda, por su alta sustitucion. (Bonnin, Clavurier, Daniel, Kauppinen, Mikkelsen, &
Thibault, 2008)
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Figura 6. Estructura de la pectina (Vorwerk, Somerville, & Somerville, 2004)

Ornamentacién del Homogalacturonano

Esteres metilicos: Se trata de metanol esterificado con los grupos carboxilos
de homogalacturonano. (Vorwerk, Somerville, & Somerville, 2004)

Esteres no metilicos: son ésteres que provienen de alcoholes diferentes el
metanol. (Vorwerk, Somerville, & Somerville, 2004)

Xilogalacturonano: la xilosa ha sido reconocida como un componente menor
y se concentra en ciertos lugares de la molécula, nombrados
xilogalacturonano. La uniéon con el homogalacturonano se lleva a cabo
mediante enlaces p(1-3).

Ramnogalacturonano Il: se trata de wuna region dentro del

homogalacturonano, sustituida mayoritariamente por ramnosa, se denomida
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Il para diferenciarla del ramnogalacturonano | que comprende la regién
“‘peluda”. (Minic & Jouanin, 2006)

Ornamentacion del Ramnogalacturonano |

° Acetato y metil ésteres: puede ocurrir la esterificacion con las posiciones
O2-y O3- del acido D-galacturonico.

° Azucares ligados a cadenas laterales; la mayoria de las cadenas laterales
en el ramnogalacturonano estan unidas a los residuos de ramnosa, unidas
en la posicién O-4. Estas cadenas laterales son variables en cuanto a su
composicion y longitud. Los azlUcares mas comunes son arabinosa y
galactosa, en menor proporcion fucosa, éacido galacturénico, &acido

glucoronico, xilosa y ramnosa.

El grado de polimerizacion (DP) y el grado de metilesterificacion (DE) determina
las condiciones de uso. De acuerdo al DE de los residuos de acido galacturonico,
la pectina se clasifica de bajo (25-50%) y alto (50-80%) metoxilo. La pectina de
bajo metoxilo (LM) se obtiene a partir de la de alto metoxilo (HM). El grado de
metilacion determina las propiedades para formar geles de la pectina. La pectina
de bajo metoxilo forma geles en presencia de Ca** en un amplio rango de pH de
1.0-7.0. La pectina de alto metoxilo requiere de la presencia de sacarosa a una
concentracion mayor a 55 % en peso y un rango de pH estrecho (alrededor de 3.0)
para la formacion de geles. Alrededor del 80% de la produccidén de pectina alto
metoxilo en el mundo se utiliza para la manufactura de mermeladas y jaleas, otras
aplicaciones son en bebidas concentradas de frutas y jugos de fruta. La pectina de

HM previene la formacién de grumos de caseina en lacteos acidificados

La pectina es utilizada en la industria de alimentos como aditivo, ya que sus
propiedades como hidrocoloide y como fluido no newtoniano, pseudoplastico,
ofrece una gama muy extensa para elaborar varios tipos de alimentos. Las
pectinas de alto metoxilo, son utilizadas por sus propiedades gelantes para la

preparacion de conservas como mermeladas, ates y jaleas, geles en frio para la
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fabricacion de flanes y pudines. Las pectinas de bajo metoxilo son utilizadas para
la elaboracion de yogurt con frutas y para beber, y leches malteadas, por sus
propiedades estabilizantes se usan para la elaboracion de aderezos y mayonesas.
(Bonnin, Clavurier, Daniel, Kauppinen, Mikkelsen, & Thibault, 2008)

La pectina presenta efectos beneficios en el metabolismo humano, ayudando a
mantener bajos niveles de colesterol en sangre, reduciendo ademas los lipidos en
sangre, ayuda a bajar los niveles de glucosa en sangre y es usada en ciertos
alimentos para bajar de peso. Es utlizada en las formulaciones de pasta de
dientes, productos de cuidado de la piel, manufactura de cigarros, alimentos para
animales, estimular el nivel de prolactina en sangre, en insecticidas y viricidas,
como material para encapsulados, en anti-inflamatorios, formulaciones para el
tratamiento de diarrea y disenteria, ya que los productos de degradacion de la

pectina son antibacterianos.

Quiza uno de los usos mas importantes de la pectina después de la aplicacion en
la industria de alimentos, es como sustrato para la produccion de enzimas

pectinoliticas empleando desechos agroindustriales.

[1l.2 Biodegradaciéon de la pared celular de las plantas

La degradacion de los polisacaridos de la pared celular de las plantas se lleva a
cabo por diversos microorganismos, ya que la estructura y composicion de los
polimeros que integran la pared celular de las plantas es muy heterogénea, se

requiere una gran variedad de enzimas para su degradacion.

Las enzimas son biocatalizadores complejos de naturaleza proteinica de gran
especificidad y eficiencia, aceleran la velocidad con la que las reacciones se llevan
a cabo sin alterar el equilibrio y son responsables de las transformaciones

metabdlicas de los seres vivos.
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En la antigiiedad, algunas civilizaciones como la egipcia, la babilénica y la &rabe
utilizaron a las enzimas en forma empirica en algunos procesos, tales como la
manufactura del queso, pan y produccion de cerveza. El empleo de las enzimas
en la industria no es nuevo, ya que han estado implicadas en muchos de los

procesos tradicionales, a veces con cientos de afios de uso continuo.

Entre las enzimas de interés se encuentran las proteasas, lipasas, amilasas, asi
como también las enzimas que degradan polisacaridos de la pared celular de
plantas como: celulasas, pectinasas, xilanasas, entre otras. Las polisacéridasas
pueden ser producidas por bacterias levaduras hongos, protozoarios, insectos,
nematodos y plantas, pero para propositos industriales los hongos son preferidos
porque en un 90% las enzimas pueden ser excretadas al medio de cultivo. Los
géneros Aspergillus, Rhizopus y Trichoderma son las principales fuentes para la
produccion de sistemas enzimaticos que degradan los polisacaridos de la pared
celular de plantas. EI uso de las enzimas ha aumentado en la industria
farmacéutica, textil, del papel, alimenticia (Graminha, Gonzalez, Pirota, Balsalobre,
Da Silva, & Gomes, 2008)

Ademas estas enzimas degradadoras de pared celular juegan un papel importante
en la naturaleza manteniendo el ciclo de carbono, y en muchos aspectos de la
patogenicidad del invasor, incluyendo penetracion, maceracion y adquisicion de

nutrientes.

24



Degradacion de celulosa

La acciéon enzimatica para llevar a cabo la hidrélisis de la celulosa implica la
operacion secuencial y la accion sinergista de un grupo de celulasas, que hidroliza
diferentes sitios de enlace, debido a la naturaleza compleja de la molécula de
celulosa. (Ovando-Chacon & Waliszewski, 2005; Enari, 1989)

Hay tres grandes tipos de actividades celuloliticas que producen los hongos:

1. Endoglucanasas (E.C. 3.2.1.4), hidrolizan los enlaces internos de la
celulosa y produce residuos, que pueden ser degradados por la
celobiohidrolasa que genera celobiosa, que después es degradada por -
glucosidasa a glucosa. Rompen al azar los enlaces internos de la molécula
en las regiones amorfas, producen un rapido decremento en la longitud de
la cadena y un lento incremento de los grupos reductores libres
(Domingues, Queiroz, Cabral, & Fonseca, 2000; Kee-Hong, Brown, Hatrris,
Langston, & Cherry, 2007)

2. Celobiohidrolasas (E.C. 3.2.1.91), remueven unidades de glucosa o
celobiosa a partir del extremo libre no reductor de la cadena de celulosa,
dando como resultado un incremento rapido en los azlcares 0 grupos
reductores y poco cambio en el tamafio del polimero. (Ovando-Chacon &
Waliszewski, 2005; Zhang, Himmel, & Mielenz, 2006)

3. B- Glucosidasa (E.C. 3.2.2.21) hidroliza la celobiosa producida por las
actividades anteriores, dando como producto final la glucosa. (Zhang,
Himmel, & Mielenz, 2006)

La biodegradacion de la celulosa por las celulasas es llevada a cabo por muchos
microorganismos, la celulosa representa la mayor fuente de carbono y es muy
importante en el tratamiento de los residuos agricolas. Muchas celulasas
comerciales son producidas por especies de Trichoderma y Aspergillus. (Ovando-
Chacoén & Waliszewski, 2005; Zhang, Himmel, & Mielenz, 2006)
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Degradacioén de xilano

La variable estructura y organizacion de la hemicelulsa requiere de la accion de
muchas enzimas para su degradacion. (Shallom & Shoham, 2003). El xilano es el
principal componente de la hemicelulosa y para su completa degradacion se
necesita un complejo enzimatico que participa sinérgicamente. (Sandrim, Rizzatti,
& Terenzi, 2004)

Las mas conocidas son:

» Endo-p-D-xilanasas (E.C. 3.2.1.8), rompen al azar los enlaces glicosidicos
de la cadena principal de la molécula, hidrolizando las uniones B(1-4) y
generando xilooligdbmeros que son usados por bacterias y hongos como
fuente principal de carbono, es el componente mayoritario del complejo
sistema enzimatico. (Paz-Lago & Hernandez, 2000; Ratanachomsri, y otros,
2006; Shallom & Shoham, 2003)

» La arabinofuranosidasa (E.C. 3.2.1.55) hidroliza las cadenas laterales de

arabinosa. (Shallom & Shoham, 2003; Ratanachomsri, y otros, 2006)

» La acetil xilan esterasas (E.C. 3.1.1.72) liberan grupos acetatos. (Paz-Lago

& Hernandez, 2000; Ratanachomsri, y otros, 2006)

» La glucoronidasa (E.C. 3.2.1.139) remueve las cadenas laterales de acido

glucoronico a partir de unidades de xilosa. (Ratanachomsri, y otros, 2006)

» Las B-xilosidasas (E.C. 3.2.1.37) son enzimas activas sobre oligosacaridos
cortos, llevando a cabo la hidrolisis de los enlaces B-1,4-aril-xilopiranosido
produciendo xilosa (Shallom & Shoham, 2003; Subramaniyan & Prema,
2002).
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La produccion de xilanasas tiene un alto costo, por lo que se ha estudiado el uso
de diferentes residuos lignoceluloliticos como trigo, maiz y otros residuos agricolas
como fuentes de carbono de bajo costo , estos sustratos han sido usados en
fermentaciones en estado soélido (Betini, Mchelin, Peixoto-Nogueira, Jorge,
Terenzi, & Polizeli, 2009). En la naturaleza las xilanasas son producidas por
muchos microorganismos, como algas marinas, protozoarios, -crustaceos,
insectos, hongos filamentosos, bacterias y levaduras. (Ahlawat, Battan, Sudha
Dhiman, Sharma, & Mandhan, 2007; Ratanachomsri, y otros, 2006)

Las enzimas xilanoliticas producidas por hongos han tenido mucha atencion en los
ultimos afios y existe un gran numero reportado de xilanasas producidas por
diferentes especies de Aspergillus. (de Carvalho Peixo-Nogueira, Michelin,
Almeida Betini, Atilo, Terenzi, & Teixeria de Moraes Polizeli, 2008; Betini, Mchelin,
Peixoto-Nogueira, Jorge, Terenzi, & Polizeli, 2009))

Degradacion de pectina

La degradacion de las pectinas involucra una compleja combinacion de enzimas
pectinoliticas dentro de las cuales se distinguen dos grupos: las pectinesterasas,
las cuales remueven los grupos metoxilo, y las despolimerasas (hidrolasas y
liasas) que degradan la cadena principal. (Bonnin, Clavurier, Daniel, Kauppinen,
Mikkelsen, & Thibault, 2008; Solis, y otros, 2008). También se clasifican de
acuerdo con el sustrato (pectina o acido péctico), del tipo de reaccion (hidrdlisis o

transeliminacion) y del mecanismo (endo o exo). (Robles Ruiz, 2000)

Pectina esterasa (PE) también llamada pectinmetilesterasa, es una enzima
hidrolitica que actla sobre los enlaces éster metilicos de la pectina, liberando
metanol y por lo tanto desesterificando a la pectina. La accion de cationes
monovalentes y divalentes favorece su actividad, los aniones y las altas

concentraciones de sales no favorecen su actividad.
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Poligalacturonasas, son un conjunto de enzimas hidroliticas que catalizan la

despolimerizacion de la pectina.

Las exo-poligalacturonasas (exo-PG) actian sobre los polimeros de pectina y los
acidos poligalacturénicos mediante un mecanismo de hidrdlisis, atacan al sustrato
por su extremo no reductor, dando como productos finales acidos galacturénicos,
su pH 6ptimo es de 4.6 a 6.0, requiere de iones Ca** o de Sr** Cd** y Mg?, la
presencia de agentes quelantes como EDTA disminuyen su actividad, asi como

los aniones Na®.

Las endo-poligalacturonasas (endo-PG) actian mediante hidrélisis rompiendo los
enlaces internos de la cadena de pectina y produciendo una serie de
oligogalacturonatos, el sustrato ideal de estas enzimas es el acido
poligalacturénico principalmente, ya que su actividad decrece cuando se aumenta
el grado de esterificacion del sustrato, el pH 6ptimo de estas enzimas es de 3.6 a

5.5 y no requiere de iones metalicos para incrementar su actividad.

Oligogalacturonasas son enzimas que degradan oligdmeros de pectina por su
extremo no reductor, su actividad decrece conforme aumenta el grado de

polimerizacion.

La endo-pectato liasa (endo-PAL) es una enzima capaz de degradar el acido
péctico como sustrato, su actividad decrece conforme aumenta el grado de
esterificacion, su pH éptimo de actividad es de 8.0 a 9.5 y requiere de iones Ca*"

para su actividad.

La exo-pectato liasa (exo-PAL) degrada a los acidos pécticos, ataca al sustrato por
el extremo no reductor de la cadena y sus unicos productos de degradacion es el
acido digalacturénico insaturado, esta enzima ha sido aislada de pocas fuentes de

produccion por lo cual es considerada como rara.

La pectin-liasa (PL), E.C. 4.2.2.10, es una enzima que degrada pectina muy

esterificada y su actividad decrece conforme va disminuyendo el grado de
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esterificaciones, atacando los enlaces glicosidicos o-1,4, su pH O6ptimo de
actividad se encuentra entre 6.0 a 8.7 y su especificidad es muy alta en polimeros
de metil galacturonatos, la actividad de la enzima producida en pH alcalino
demuestra la habilidad para infectar tejidos vegetales de algunos hongos. Esta
enzima no requiere de iones Ca** para su actividad, y es inhibida por polioles
como el inositol, manitol y glicerol, y por acidos carboxilicos como acetato,

propionato, n-butirato y el isobutirato. (Solis, y otros, 2008)

La ramnogalacturonidasa ataca enlaces glicosidicos de ramnosa y acido
galacturénico en regiones ramificadas de la pectina, los productos de reaccién de
estas enzimas son oligdbmeros alternando unidades de ramnosa y acido

galacturonico.

Enzimas accesorias

Las enzimas accesorias actuan en los sustituyentes de las cadenas laterales de
los polisacaridos de la pared celular. Algunas de estas enzimas actuan en los
enlaces entre el residuo de la cadena principal y el sustituyente, mientras que

otras enzimas rompen los enlaces internos o terminales de las cadenas laterales

= qa-L-arabinofuranosidasas y arabinofuranohidrolasas. Remueven los
residuos de arabinosa.

= Endo y exoarabinasas. Las endoarabinasas (E.C. 3.2.1.99) hidroliza los
enlaces a-1,5 del arabinano, que esta presente en las cadenas laterales de
la pectina. Ademas algunas arabinofuranosidasas son capaces de hidrolizar
arabinano polimérico.

» o- Yy p-galactosidasas. Remueven los residuos de D-galactosa de los
polisacaridos de la pared celular de plantas. Las B-galactosidasas (E.C.
3.2.1.22) liberan los residuos de galactosa del galactano de las cadenas

laterales de la pectina y del xiloglucano. Las a-galactosidasas (E.C.
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3.2.2.23) estan involucradas en la degradacion de galactoglucomanano,
removiendo la galactosa de los residuos de manosa de la cadena principal

» o-glucoronidasas. Los residuos de acido glucoronico y su 4-metil éter puede
ser removido de la cadena de xilano por a-glucoronidasas (E.C. 3.2.1.131).
La enzima es activa principalmente en pequefios xilooligdmeros.

= Feruloil y p-coumaroil esterasas. Liberan los grupos fendlicos presentes en

la estructura del xilano.

1.3 Residuos agricolas

El trigo es la planta mas ampliamente cultivada del mundo, el grano es ovalado
con extremos redondeados. La planta mide entre 30 y 180 cm, su tallo es recto y
cilindrico. El grano maduro del trigo esta formado por: carbohidratos, (fibra,
almidon, maltosa, sacarosa, glucosa, pentosanos, galactosa, rafinosa),
compuestos nitrogenados (principalmente proteinas: albumina, globulina, vy
gluteina), lipidos (acidos grasos como el miristico, palmitico, estearico,
palmitooleico, oleico, linoléico), minerales (potasio, fosforo, azufre, cloro) y agua

junto con pequefias cantidades de vitaminas.

La fibra es un carbohidrato del tipo polisacarido que no se digiere por carencia de
enzimas en el cuerpo humano, esta comprendida por celulosa, polisacaridos no
celulosos (sustancias pécticas, hemicelulosas) y también lignina, un polimero

aromatico no hidrocarbonatado.

El salvado, Figura 7, es el resultado de una parte de la molienda de los granos de
cereales, proviene de las cinco capas mas externas del grano, formadas por una
primera capa exterior envuelta o cuticula, la segunda o epicarpio, la tercera o
endocarpio, la cuarta capa denominada testa y la quinta, denominada aleurona.

En la Tabla 1, se presenta la composicion del salvado de trigo.
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Las actividades agricolas y agroindustriales producen cientos de toneladas de
desechos, que pueden ser residuos de fibra, de alta y baja digestibilidad, y

salvado. (Graminha, Gonzalez, Pirota, Balsalobre, Da Silva, & Gomes, 2008).

Figura 7. Salvado de trigo

Los residuos vegetales constituyen el mayor recurso renovable en la naturaleza,
donde la celulosa es el principal componente de las plantas, seguido por la
hemicelulosa. La utilizacion de los residuos agricolas como fuentes de carbono en
la industria es una nueva alternativa para solucionar los problemas de
contaminacion y la acumulacion de estos productos (Oliveira, Porto, & Tambourgi,
2006), ademas de utilizarlos como fuentes de carbono alternativas que reducirian
el costo de los productos finales. (de Carvalho Peixo-Nogueira, Michelin, Almeida

Betini, Atilo, Terenzi, & Teixeria de Moraes Polizeli, 2008).

Se ha estimado que a nivel mundial se producen anualmente aproximadamente
4x10° toneladas de biomasa vegetal, parte de esta biomasa no se acumula
gracias a que es degradada por hongos y ciertas bacterias, estos
microorganismos juegan un papel importante en el ciclo del carbono dentro de los

ecosistemas.

La disposicion final de los residuos organicos soélidos es un problema que afecta al

medio ambiente en todas las regiones del mundo. Actualmente se trata de reducir
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la cantidad de este tipo de residuos aplicando métodos biotecnologicos que

tienden a reducir su volumen y a favorecer su reutilizacion.

Por lo general los cultivos de microorganismos en medio soélido se realizan
utilizando sustratos agricolas, como salvado de trigo, bagazo de cafia, harina de
yuca y algunas cascaras, a estos sustratos de les agrega una solucion de sales y

una suspension de esporas de hongos como inoculante.

Tabla 1. Composicion del Salvado de trigo

Elemento Cantidad Elemento Cantidad

Energia 216 kcal Hierro 10.57 mg

Carbohidratos 64.519g Zinc 7.27 mg

Fibra total 4289 Vitamina E 2.32 mg

Proteina 1555¢ Sodio 2.00 mg

Grasa 4259 Vitamina B6 1.30 mg
(Piridoxina)

Manganeso 1159 Cobre 0.99 mg

Potasio 1.18¢ Vitamina B2 0.58 mg
(Riboflavina)

Fdésforo 1.01g Vitamina B1 0.52 mg

(Tiamina)
Magnesio 0.61g Acido félico 79 ug
Calcio 73 mg

1.4 Berenjena

La berenjena, Solanum melongena L. es una especie de la familia Solanaceae, de
la subfamilia Solanoideae, de la tribu Solaneae, género Solanum y subgénero
Leptostemonum. Incluye 450 especies distribuidas en 22 sectores. Los cultivos

primitivos de berenjena se localizan en paises de Asia, como Indonesia, Filipinas,
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Tailandia y Malasia. (Collonnier, y otros, 2001). Pertenece a una familia muy
cercana a los tomates y a las papas, y es un diploide con 12 cromosomas (2n=24).
(Van Eck & Snyder, 2004)

Es originaria de las zonas tropicales y subtropicales asiaticas. Se cultivd desde la
antigiiedad en la India, Birmania y China. Hacia el afio 1200 ya se cultivaba en
Egipto, desde donde fue introducida en la Edad Media a través de la Peninsula
Ibérica y Turquia, para posteriormente extenderse por el Mediterraneo y resto de
Europa. Fue en el siglo XVII cuando se introdujo en la alimentacion, tras ser
utilizada en medicina para combatir inflamaciones cutdneas y quemaduras. (Van
Eck & Snyder, 2004)

Es un vegetal con una gran importancia econémica en Asia y Africa y algunas
zonas subtropicales como la India, Bangladesh, Pakistan, China, Japén, Filipinas,
Francia, Italia o Ameérica Central, y crece en algunas regiones como el
Mediterraneo y el sur de Estados Unidos. (Chen & Li; Collonnier, y otros, 2001;

Frary, Doganlar, & Daunay, 2007)

Morfologia

La berenjena es una planta herbacea, sus tallos son fuertes, de crecimiento
determinado, erguido y erecto, pudiendo alcanzar hasta 2-3 metros de altura. Las
hojas son largas, grandes, y presentan espinas y envés cubiertos de una
vellosidad grisacea, causante en ocasiones de alergias. Las hojas estan
insertadas de forma alterna en el tallo. EI nimero de pétalos, sépalos y estambres
oscila entre 6 y 9. Los pétalos son de color violaceo. (Frary, Doganlar, & Daunay,
2007)

El fruto es una baya alargada o globosa (Figura 8), de color negro, morado, blanco
o verde. Presenta pequefias semillas de color amarillo con un poder germinativo

gue oscila entre 4 y 6 afios. Crece en climas templados ya que las temperaturas
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bajas dafian el fruto (Robles Ruiz, 2000). Tiene una gran variedad de
caracteristicas fisioldgicas importantes como su resistencia a muchos patégenos
como bacterias, hongos, nematodos e insectos. (Collonnier, y otros, 200, Singh, y
otros, 2008) .

Figura 8. Fruto de la Berenjena

Composicion quimica de la berenjena

Se ha reportado que la berenjena tiene una elevada cantidad de agua,
carbohidratos y un bajo contenido de grasas y proteinas, contiene poca fibra,
excepto en la piel y las semillas (Collonnier, y otros, 2001; Robles Ruiz, 2000). Se
tiene reportado que la berenjena tiene una gran cantidad de antocianinas, fenoles,
glicoalcaloides y amidas. (Chen & Li, Rodriguez, Lépez, & Chaves, 1999). En la

tabla 2 se presenta la composicion de la berenjena morada.

La berenjena posee una gran cantidad de compuestos fendlicos entre ellos
encontramos: N-cafeoilputresina, acido 3-cafeoilquinico, amida dihidroxicinamoil,

N,N-dicafeoilespermidina, &cido 5-cis-cafeoilquinico, acido cafeico conjugado,
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acido 4-cafeoilquinico, acido 5-cafeoilquinico, &cido 3-acetil-4-cafeoilquinico, acido
3-5-dicafeoilquinico y acido 4-5-dicafeoilquinico. (Singh, y otros, 2008; Whitaker &
Stommel, 2003)

Entre los flavonoides glicosilados que se encuentran en la berenjena estan la
guercetina-3-glucosa, quercetina-3-ramnosa y miricetina-3-galactosa. (Singh, y
otros, 2008)

La berenjena posee una gran cantidad de polifenol oxidasa (E.C. 1.14.18.1, PPO),
qgue es la que genera manchas cafés en la fruta, (Pérez-Gilabert & Garcia
Carmona, 2000), que afectan la aceptacion del consumidor, las caracteristicas
organolépticas, bioquimicas y nutricionales. (Concellon, Afidn, & Chaves, 2004,
Flick, Burnette, Aung, Ory, & St. Angelo, 1976). También presenta actividad
catalasa (E.C. 1.11.1.8), alchohol deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.1) y peroxidasa
(E.C. 1.11.1.7).(Flick, Burnette, Aung, Ory, & St. Angelo, 1976)

El color de la berenjena proviene de las antocianinas, principalmente de la
nasunina (delfinidina-3-[-4-(p-coumaroail)-L-ramnosil-(1-6)glucopiranodisol[-5-
glucopiranosido), que tiene actividad antioxidante y efectos anti carcindégenos, la
otra antiocianina presente en la berenjena es la delfinidina-3-[-4-(trans-p-
coumaroil)-L-ramnosil-(1-6)glucopiranodiso[-5-glucopiranosido. (Azuma, y otros,
2008; Ichiyanagi, Kashwada, Shida, lkeshiro, Kaneyuki, & Konishi, 2005). Las
antiocianinas también tienen efecto protector del higado y de la sangre,
antimutagénico y antiinflamatorio. (Todaro, Cimino, Rapisarda, Catalano,
Barbagallo, & Spagna, 2008).
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Tabla 2. Composicion de la berenjena

Elemento Cantidad Elemento Cantidad
Energia 18 Kcal Acido oxalico 18.0 mg
Carbohidratos disponibles 319 Magnesio 16.0 mg
Fibra total 25¢g Vitamina C(&cido 12.0 mg
ascorbico)
Fibra insoluble en agua 0.6¢g Esteroides 7.8 mg
Polisacéridos no 0649 Calcio 7.0 mg
celuloliticos insolubles en
agua
Fructosa 139 Hierro 0.9 mg
Glucosa 1.3g Niacina 0.9 mg
Proteina total 059 Carotenoides totales 0.74 mg
Acidos organicos 049 Sodio 0.3 mg
Grasas totales 0.2g¢g Vitamina E(a-tocoferol) 0.1 mg
Almidén 0.2g Riboflavina 0.11 mg
Sacarosa 03¢ Vitamina K 6.0 ng
Potasio 217.0 mg Selenio 0.4 ng
Cloro 52.0 mg Vitamina A (retinol) 0.3 ug
Fdésforo 22.0 mg

(Flick, Ory, & Angelo, 1997; Chen & Li)

Usos

La berenjena es usada en la cocina de muchos paises y tiene una significativa
importancia econdmica en muchas partes tropicales y subtropicales donde se
cultivan. (Singh, y otros, 2008). México produce alredor de 65,000 toneladas de
berenjenas al afio, siendo el principal productor China con 13,430,099 toneladas al
afo. (Chen & Li)
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Los beneficios del consumo de berenjenas que recientemente se han estudiado
estan enfocados en la disminucion del colesterol y lipidos de baja densidad en la
sangre, asi como la actividad antioxidante que posee debido a la presencia de
diferentes polifenoles. (Guimaraes, y otros, 2000; Singh, y otros, 2008) .

Figura 9. Fruto de la Berenjena cortado en rodajas

1.5 Generalidades de los hongos filamentosos

El reino Fungi incluye un repertorio heterogéneo de organismos heterétrofos que
pueden ser saprofitos o parasitos, y hasta simbiontes en una asociacion comensal

con otros organismos. (Smith, 1994)

Los hongos filamentosos son microorganismos eucariontes, heterétrofos,
morfolégicamente complejos, aerobios y en general no motiles. La mayoria crece
entre los 0 y 55°C, con una temperatura optima entre los 20 y 30°C. (Bonifaz
Truijillo, 2009)
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Poseen dos tipos de células fangicas: las somaticas; que incluyen nudcleos
pequefos y cuyo proceso de division es la mitosis, y las reproductoras que poseen
nacleos mas grandes y su divisién celular es por meiosis. Los hongos se
reproducen en forma asexual por mitosis, o sexual por medio de la conjugacion de
dos células diferenciadas o no, mediante plasmogamia (unién de dos
protoplasmas), cariogama (fusibn de dos nucleos) o meiosis. (Bonifaz Truijillo,
2009)

Pueden presentar diferentes formas a lo largo de su ciclo de vida, desde una
estructura basica vegetativa, llamada conidia, hasta un filamento tubular, es decir
la germinacion de una espora reproductiva. La hifa crece se ramifica formando
masas de hifas llamada; micelio. Dependiendo de las condiciones de crecimiento,
algunas especies de hongos filamentosos pueden crecer como células

independientes o como micelio. (Bonifaz Trujillo, 2009)

Los hongos filamentosos son explotados para aplicaciones biotecnoldgicas,
principalmente en la produccion de alimentos, bebidas, acidos organicos, enzimas,

polisacaridos y antibidticos.

Conidio y micelio

Los hongos se reproducen por esporas, que pueden ser sexuales o asexuales
(conidios). La reproduccién sexual se conoce como teleomorfica, en ella hay
intercambio de material genético y la posibilidad de que surjan nuevas
propiedades. La reproduccion asexual es llamada anamorfica, su objetivo es la

proliferacién y mantenimiento de la especie. (Bonifaz Truijillo, 2009)

La espora o conidio es una estructura altamente especializada para la
reproduccion, supervivencia y distribucion de los hongos filamentosos. Se

caracteriza por su minimo gasto metabdlico, bajo contenido de agua y poco o nulo
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movimiento citoplasmatico. Las esporas asexuales se producen por division
mitotica, mientras que las esporas sexuales se dividen por meiosis y son capaces
de proveer nuevas recombinaciones genéticas. La respiracidbn aerObica es un
requisito para la mayor parte de las esporas al iniciar su germinacion, mientras
que otras demandan diéxido de carbono, ademas de que requieren un nivel de

humedad y temperatura favorables para iniciar con el proceso de germinacion.

La unidad funcional del micelio es una hifa. La hifa se describe como una célula
cilindrica que incrementa su longitud por crecimiento de uno de sus extremos.
Presenta un area de superficie donde las sustancias son intercambiadas con el
medio ambiente, las sustancias necesarias para la biosintesis y desarrollo del
hongo son absorbidos del medio. Al conjunto de hifas se le conoce como micelio, y
es la estructura somatica de los hongos, es decir, cuando se encuentran en estado
vegetativo. El micelio es una estructura que en términos de requerimientos

nutricionales es muy demandante conforme crece. (Smith, 1994)

1.6 Género Aspergillus

El nombre del género Aspergillus data del siglo XVIII, Micheli lo describi6 como
‘cabeza rugosa” al observar las esporas unidas a los conidi6foros. La familia
Aspergillaceae estd compuesta por 80 especies aproximadamente, todas incluidas
dentro de la divisibn  Ascomycetes, ya que algunos presentan estados
teleomorficos. No todos los hongos del genero Aspergillus son capaces de

reproducirse sexualmente. (Bonifaz Trujillo, 2009)

Las especies de Aspergillus pertenecen a los primero hongos que fueron
cultivados en medios artificiales y estudiados por sus propiedades bioquimicas, se
presentan en mayor distribucion geograficas, y son de los hongos mas omnivoros
gue existen, capaces de asimilar como alimento una enorme variedad de
sustancias debido al gran numero de enzimas que pueden producir para

degradarlas. Actualmente Aspergillus es utilizado en diversos procesos
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industriales para elaborar diferentes productos que abarcan desde acidos
organicos, enzimas, antibioticos y alimentos fermentados de varias clases. (Smith,
1994)

Las especies de Aspergillus difieren entre si en sus requerimientos de aw. La
mayoria son mesoéfilos, siendo su rango de temperatura de 10-40°C, creciendo
con facilidad a temperaturas entre 15-30°C.

Conidios

Fialide

Vesicula

Hifa

Figura 10. Representacién grafica de Aspergillus sp.

http://www.ehso.com/ehshomel/aflatoxin.php

A pesar de las técnicas nuevas tanto moleculares como bioquimicas, las
estructuras morfolégicas siguen siendo una importante caracteristica para la
clasificacion de Aspergillus, que se identifica por una estructura morfologica tipica
(Figura 10): un conidiéforo, que es una hifa especializada que soporta a los
conidios, surge de la especializacion de una estructura micelial llamada célula pie,
e incluye un tallo y una cabeza conidial. Los conidi6foros no son septados, se
ensanchan hacia la punta y terminan en una estructura globosa, de incolora a
amarillenta, llamadas vesicula. (Smith, 1994) Las vesiculas tienen una superficie

total de alrededor de 10 a 15 mm de largo. Los conidios son producidos
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sucesivamente desde las puntas de las fidlides, formando asi cadenas no
ramificadas y cada una contiene mas de 100 conidios. Los conidios son mas o
menos globosos y tienen 4-5 mm de didmetro pero ocasionalmente son mas

pequefios.

Los hongos del género Aspergillus son saprofitos, su habitat mas comun es el
suelo, son importantes agentes de descomposicion y reintegracion de materia

organica del medio, y existen especies parasitarias de plantas y animales.

Aspergillus es un organismo ampliamente utilizado en la produccién de una gran
variedad enzimas (Domingues, Queiroz, Cabral, & Fonseca, 2000), presenta
algunas ventajas para la produccion industrial de éstas: tiene un alto nivel de
produccion, presenta buenas propiedades para el cultivo, lo que posibilita su
produccion a gran escala, sus productos son generalmente considerados como
GRAS (Generally Regarded As Safe), lo que permite su aplicacion en la industria
de alimentos tanto para el hombre y animales. (Villena & Gutiérrez-Correa, 2003)
(Weenink, Punt, van den Hondel, & Ram, 2005)

Los hongos requieren un contacto cercano con el sustrato debido a su nutricién
heterotrofa, secrecion de enzimas extracelulares, absorcion de nutrientes a través
de la pared celular y el crecimiento apical de las hifas. Sin embargo, algunos
sistemas de produccion como la fermentacibn sumergida no consideran estos

importantes aspectos de su fisiologia. (Villena & Gutiérrez-Correa, 2003)

Aspergillus flavus es un hongo que tiene una distribucion mundial es
frecuentemente aislado del suelo, especialmente de areas tropicales vy
subtropicales, de forrajes y vegetacion en descomposicién, de semillas y granos
almacenados y de varios tipos de productos comestibles (Mellon, Cotty, & Dowd,
2007). En el suelo, su distribucion parece no estar limitada por pH ni por la
profundidad. Se ha encontrado en trigo, avena, cebada, maiz (Figura 11), arroz,
algodon, cafia de azucar, café, tomate, cebolla, rAbano, chicharos y cacahuate
entre otras. También se ha aislado de helechos. En muchos casos es frecuente

encontrar este hongo en las semillas o los productos de las plantas justo después
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de la cosecha y durante su almacenamiento, por lo tanto se lo encuentra también

en la harina de granos y cereales o en otros productos vegetales procesados.

Figura 11. Aspergillus flavus infectando un grano de maiz. (Mellon, Cotty, & Dowd, 2007)

Presenta conidiéforos cortos de 20-30 um que terminan en una vesicula
ligeramente alargada, de donde nace una sola serie de esterigmas o fialides que
miden de 80 a 100 um de diametro cada una, con tendencia disponerse hacia
arriba en un angulo aproximado de 180°, de los esterigmas nacen microconidios

redondos de aproximadamente 2.5 — 3 um. (Bonifaz Truijillo, 2009)

Este hongo es un saprofito comun del suelo, contribuye a los procesos de
descomposicién de la materia organica, especialmente en sitios de alta humedad,
pues superan los niveles tolerados por otros grupos de hongos. Algunos son
patdégenos de insectos y en menor proporcion patégenos de animales y del
hombre, generan serias intoxicaciones debido a la produccién de varias
micotoxinas (metabolitos secundarios altamente carcinogénicos, mutagénicos y
teratogénicos), se sabe que el grado de patogenicidad y agresividad con que estos
hongos infectan a las plantas depende de la capacidad para producir enzimas que

degradan la pared celular y en gran medida de las que degradan la pectina.
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Generalmente se acepta que la produccion de enfermedades en plantas por
hongos fitopatogenos se debe a la accion individual o combinada de cuatro

mecanismos de patogénesis.

El primero de ellos es la sintesis y liberacion de enzimas degradativas de la pared
celular, tales como poligalacturonasas, pectato-liasas, hemicelulasas y celulasas,
gue en ocasiones son liberadas de forma secuencial. Estas enzimas ocasionan la
degradacion de sustancias pécticas que unen las paredes celulares en los tejidos
parenquimaticos causando ensanchamiento y degradacion de la pared celular
seguido de la muerte de las células.

Un segundo mecanismo consiste en la produccion de toxinas por parte del hongo,
productos no enzimaticos de bajo peso molecular que interfieren en el

metabolismo de la planta o que afectan a la estructura del protoplasma.

El tercer mecanismo de patogénesis consiste en la produccion y liberacion de
compuestos hormonales, antihormonales y de otro tipo que producen una
interferencia en el control normal del crecimiento y desarrollo. Asi se ha observado
gue en muchos de los sintomas que resultan de la patogénesis provocado por
hongos (enanismo, elongacion, proliferacion celular, etc) son parecidos a los que
se asocian con desarreglos hormonales. El ultimo de los mecanismos es la

interferencia mecanica.

[1.7 Aplicaciones industriales de las enzimas

La degradacion enzimatica de los polisacaridos de la pared celular de los
vegetales juega un papel importante en la extraccion de los compuestos presentes
en los vegetales y frutas, ya que al degradar los polisacaridos presentes en el
tejido, se incrementa la formacion de los poros y el tamafio del poro del sustrato o

gue permite una mejor difusién del solvente a través del tejido de las frutas o
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vegetales dando como resultado una mayor y répida recuperacion de los
compuestos extraidos. (Ovando-Chacon & Waliszewski, 2005)

En muchos de los procesos de elaboracién de bebidas y jugos de vegetales se
utilizan enzimas como celulasas, pectinasas, amilasas y proteasas, que catalizan
la degradacién de los constituyentes de las paredes celulares tales como la
celulosa, hemicelulosa, pectina, almidon y proteina, en la elaboracién de bebidas y
gue mejoran las caracteristicas organolépticas. (Ahlawat, Battan, Sudha Dhiman,
Sharma, & Mandhan, 2007)

Enzimas celuloliticas.

Las celulasas producidas por los hongos filamentosos tienen un gran interés
industrial, estas enzimas son empleadas en la industria de alimentos, textil y la

industria del papel (Domingues, Queiroz, Cabral, & Fonseca, 2000)

En la industria textil las celulasas juegan un papel muy importante en el destefiido
de mezclilla ya que se usan para remover el color azul indigo y dar una apariencia
de destefido/deslavado, ademas de incrementar la productividad del proceso de
deslavado. Y para suavizar el algodon, en los detergentes que cuidan el color de

la ropa. (Zhang, Himmel, & Mielenz, 2006)

Las celulasas se afiaden a los detergentes quita pelusas, la enzima degrada las
microfibrillas que se separan parcialmente de las fibras principales, restituyendo a

las fibras una superficie suave y a la prenda su color original.

Dentro de la industria alimentaria, las celulasas se usan para favorecer la
extraccion y filtracion de jugos de frutas o verduras, filtracion de mostos,

extraccion de aceites comestibles, etc.

Enzimas xilanoliticas

Las enzimas que degradan los polisacéaridos presentes en la pared celular, tienen

muchas aplicaciones industriales. (de Vries, 2003)
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Una de las aplicaciones mas importantes de las xilanasas es en la industria de la
pulpa y del papel en el proceso de bioblanqueo, con esto se ha logrado disminuir
el costo de produccion realzar la brillantez de las pulpas y disminuir la cantidad de
cloro utilizado en las etapas de blanqueo, algunas de las cuales son toxicas,
mutagénicas, persistentes y bioacumulativas y que provocan numerosos dafios en
los sistemas biologicos. (Betini, Mchelin, Peixoto-Nogueira, Jorge, Terenzi, &
Polizeli, 2009; Subramaniyan & Prema, 2002)

Las xilanasas, como las celulasas, también se usan en la industria alimentaria en
la clarificacion de jugos y vinos, licuefaccion de mucilago de café, extraccion de
saborizantes y pigmentos, aceites de plantas y semillas, y maceracion de materia
vegetal. En la industria de la panificacion las xilanasas, especialmente la endo-1,4-
B-xilanasa, que se adiciona a la masa para mejorar su calidad, obteniéndose

productos de panaderia con mejor textura y sabor.

Las xilanasas pueden ser usadas en la conversion de xilosa a partir del xilano

presente en desperdicios de industrias agricolas, de frutas y verduras

Enzimas pectinoliticas

La ruptura de la pectina es catalizada por enzimas pectinoliticas, las cuales son

muy usadas en la industria de procesamiento de frutas. (Solis, y otros, 2008)

Estas enzimas desempefian un papel biolégico muy importante, ya que estan
involucradas en los procesos de germinacion y desarrollo de plantas, asi como en
la maduracion de frutos y en la caida de hojas de los arboles, también juegan una
importante funcion en el reciclaje y recambio de residuos de origen vegetal,

ademas de estar asociadas en la patogénesis de plantas.

Entre las aplicaciones principales de las pectinasas se encuentran (Bonnin,
Clavurier, Daniel, Kauppinen, Mikkelsen, & Thibault, 2008):

e Tratamiento enzimatico de pulpa antes del prensado, para aumentar los

voliumenes de jugo y color, la pulpa de muchos frutos contiene una gran
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cantidad de pectina haciendo de ésta una masa semigélida la cual es dificil
de prensar.

En la maceracion, que es un proceso en el cual un tejido organizado se
transforma en una suspension de células intactas, el producto sirve de
materia prima para elaborar jugos con pulpa, néctares, comida para bebés,
pudines y yogurt.

En la clarificaciéon de jugo de frutas y vinos, las pectinasas logran disminuir
la viscosidad e inducen la floculacién de las particulas suspendidas que
provocan turbidez a fin de separarlas facilmente del jugo.

En la extraccién de néctares, las pectinasas son usadas para macerar los
tejidos vegetales obteniendo células separadas en suspension,
especialmente utilizados en la manufactura de productos alimenticios para
bebés. Y en la produccion de néctares de frutas como guayaba, papaya y
platano.

Aumenta el rendimiento en la extraccion de jugos citricos.

Obtencién de subproductos a partir de de desechos agroindustriales.

Las pectinas alcalinas son utilizadas en el campo textil principalmente en el

procesado de fibras vegetales, como la obtencion de fibras de lino.
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IV. Justificacién

En el grupo de trabajo estamos interesados en el estudio del comportamiento y el
efecto de diferentes nutrientes en la produccion enzimatica por cepas del género
Aspergillus. En este trabajo se pretende estudiar la colonizaciébn de sustratos
complejos por el micelio de Aspergillus flavus, y el tipo de enzimas que se
producen.

Estudios anteriores demostraron que dentro de una colonia de Aspergillus ciertas
proteinas son secretadas por un nimero limitado de hifas en crecimiento, ya sean
de la periferia o de centro de la colonia. Sin embargo, el conocimiento de las
diferencias entre las hifas del borde y del centro de la colonia es muy limitado.
(Levin Chucrel, 2007). En este trabajo se pretende caracterizar las diferentes
enzimas producidas en distintas partes de la colonia, esto se ha llamado
diferenciacion zonal. Su estudio puede ayudar a establecer una relacion con la

disponibilidad de nutrientes, el crecimiento y la esporulacion del hongo.
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V. Objetivos

Objetivo General

Identificar los sistemas enzimaticos producidos por Aspergillus flavus NRRL 6541

creciendo en sustratos complejos.

Objetivos Especificos

Establecer la capacidad de crecimiento de Aspergillus flavus NRRL 6541 en
diferentes fuentes de carbono como salvado de trigo y berenjena (Solanum

melongena) y determinar sus preferencias nutricionales.

Evaluar la produccion de enzimas degradadoras de polisacaridos por Aspergillus
flavus (cepa NRRL-6541) en un medio liquido complejo de diversos sustratos, en

condiciones de agitacion y sin agitacion.

Determinar la produccién de enzimas por Aspergillus flavus NRRL 6541 en medio

sélido y material vegetal biolégicamente activo.

Estudiar el efecto de la diferenciacion zonal de las hifas en medio sdlido, y
establecer una relacién entre la disponibilidad de nutrientes, el crecimiento y la
secrecion de enzimas por el hongo Aspergillus flavus, tanto en una colonia

completa como en micelio vegetativo Gnicamente.

Comparar las enzimas producidas por Aspergillus flavus en medio liquido con las

generadas en medio solido.
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VI. Material y Métodos

1. Microorganismo

La cepa Aspergillus flavus NRRL-6541 se cultivd en diferentes medios de
sustratos complejos (salvado de trigo lavado y salvado de trigo no lavado y
berenjena) con la finalidad de determinar que enzimas se producen y tener una
base que nos permita evaluar la utilizacién de las diferentes fuentes de carbono y

los sistemas enzimaticos involucrados en esa degradacion.

2. Inéculo

Como indculo se utilizaron los conidios obtenidos de placas del medio solido (Agar
Sabouraud, SAB), éstas fueron cosechadas con solucion salina (0.9% P/V) Tween
80 al 0.005 V/V estéril. La concentracion de conidios se determiné usando una

camara de Newbauer.

Se inocul6 la cantidad necesaria de suspension de esporas para alcanzar una
concentracion final de 1x10° esporas por mililitro de cultivo para los medios

liquidos, y 1x10° esporas/2ul en el medio sélido y en el material vegetal.

3. Medios

El medio de cultivo utilizado para el mantenimiento de las cepas fue Agar

Sabourad (SAB). Los cultivos en medio sélido se incubaron a 37°C por 72 hrs.

Para cultivar los microorganismos en medio liquido y solido para llevar a cabo la
produccion de enzimas se utilizé el medio basal compuesto por: K,HPO,4 al 0.2%,

KH,PO4 al 0.2% y (NH4)SO4 al 0.5% y como fuente de carbono se utilizaron:

e Salvado de trigo sin lavar
e Salvado de trigo lavado

e Berenjena
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En el caso del medio liquido, la berenjena fue lavada con agua y jabdn y cortada

en pequefios trozos, para después licuarla por 1 minuto con medio basal.

Para su uso como material biolégicamente activo la berenjena fue lavada con
abundante agua y jabdn, posteriormente se seco, y se sumergié en una solucién
de 2% V/V de hipoclorito de sodio por 3 minutos, después de este tiempo se
sumergio y enjuagd en agua destilada estéril, todo bajo condiciones asépticas. La

berenjena se corto con un cuchillo estéril en condiciones asépticas.

Para los controles de crecimiento en placa se utilizO medio basal con las

siguientes fuentes de carbono:

e Xilosa 1%
e Glucosa 1%

e Acido galacturénico 1%

4. Condiciones de cultivo

a) Condicion 1

En un medio liquido con salvado de trigo lavado, salvado de trigo no lavado y
berenjena, como fuente de carbono en una concentracion de 3% P/V, se inoculo

Aspergillus flavus NRRL- 4561, se incubd a 37°C con agitacion constante de 200
rpom, en la agitadora oscilante (Innova 4230 New Brunswick Scientific), y sin

agitacion por 10 dias. Se determinaron las enzimas producidas por el hongo en el

filtrado libre de células a diferentes tiempos de incubacion.

b) Condicién 2

Se cultivd Aspergillus flavus NRRL- 4561en el centro de una membrana porosa de

policarbonato (Isopore ™ Membrane filters 0.2 um), colocada encima de un medio
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de cultivo sdlido con salvado de trigo lavado, salvado de trigo no lavado y
berenjena como fuente de carbono, a una concentracion de 3% y 1%, se incubo a
37°C por 5 dias al cabo de los cuales se retird6 la membrana de policarbonato
(Isopore ™ Membrane filters 0.2 um) y se determinaran las enzimas producidas de

la colonia completa (micelio vegetativo, micelio aéreo y esporas).

Para obtener Unicamente micelio vegetativo se realiz6 la incubacién sobre la
membrana de la misma forma que en caso anterior, s6lo que después del primer
dia se colocé otra membrana de policarbonato (Isopore ™ Membrane filters 0.2
um) sobre la que ya se encontraba en el medio, haciendo crecer el
microorganismo entre las dos membranas (técnica sandwich), y se incub6 2 dias
mas. Después de este tiempo de incubacion, se retirdé la membrana con el micelio
desarrollado y se determinaran las enzimas producidas por el hongo de 3 areas de

desarrollo del micelio.

El area 1 correspondera al centro del micelio, el area 2 sera la parte media del

desarrollo del hongo y el area 3 el crecimiento periférico.

> Zona 3
(6 cm diametro)

Zona 2
(4 cm diametro)

Zonal
(2 cm diametro)
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c) Condiciéon 3

Rodajas de berenjena fueron inoculadas en el centro con Aspergillus flavus NRRL-
4561, sin el uso de membranas de policarbonato, se incubaron a 30°C en una
camara humeda por 17 dias. Se determinaron las enzimas producidas por el
hongo a diferentes tiempos de incubaciéon y en diferentes areas de desarrollo del

micelio.

Como control se utilizaron rodajas de berenjena no inoculadas adicionadas de 2 pl
de solucion salina (0.9% P/V) Tween 80 al 0.005 V/V estéril, se incubaron a 30°C
en una camara humeda por 17 dias, a estas rodajas se les llamaran rodajas no
inoculadas. Se determinaron las enzimas a diferentes tiempos de incubacion y en

diferentes areas como se muestra a continuacion.

Zona 3
(6 cm diametro)

Zona 2
(4 cm didmetro)

Zonal
(2 cm diametro)

En el caso de los medios liquidos se realizaron 3 experimentos independientes,
para el medio sdlido y el material biolégicamente activo se llevaron a cabo 8
replicas independientes. Se calculo la desviacion estandar y el promedio para

cada caso.
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5. Métodos

5.1 Extraccidn enzimatica

Para la extraccion en los medios solido, primero se cortaron las tres zonas
definidas previamente, se realizO una maceracion homogénea con buffer de
acetatos 100 mM pH=5.0 a temperatura ambiente; para la zona 1 se utilizaron 5
ml, para la zona 2, 7 mL y para la zona 3, 10 mL. La mezcla se centrifugo
recuperando el sobrenadante, que fue utilizado para las determinaciones

siguientes.

En la extraccion de las rodajas de berenjena, se cortaron las tres zonas
establecidas y se realizé una maceracidon homogénea a baja temperatura, sin usar
ningun tipo buffer, la pulpa se centrifugo recuperando el sobrenadante el cual fue

utilizado posteriormente.

5.2 Determinacion de azUcares reductores

Los azucares reductores se determinaron en los filtrados libre de células por el
método de DNS. La mezcla de reaccion consistio de 0.1 mL de muestra + 0.9 mL
de H,Od + 2 mL de DNS, la mezcla fue puesta en ebullicion por 5 min., se le
afadieron 5 mL de H,Od y se ley6 a una A= 575 nm en el espectrofotdmetro. La
concentracion de azlcares reductores fue calculada utilizando una curva estandar

de glucosa.
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5.3Determinacién de actividades enziméaticas

a) Actividad xilanolitica

La actividad xilanolitica se determiné a través de la cuantificacion de los azlcares
reductores liberados del xilano por el método DNS, usando una curva de xilosa
como patrén, obtenidos después de la incubacion de: 0.5 mL de xilano de abedul
(Sigma Chemial Co.) al 1% (w/v) + 0.4 mL de buffer de acetatos 100 mM a pH=5.0
y 0.1 mL de filtrado enzimatico libre de células, a 50°C durante 20 min. Al término
del tiempo de incubacion se le adicion6 1 mL de DNS y la mezcla se calent6 a
ebulliciéon por 5 min., se le afiadieron 5 mL de H,Od y se ley6 a una A=575 nm en

el espectrofotdmetro.

Una unidad (U) de actividad xilanolitica se define como la cantidad de enzima
necesaria para catalizar la produccion de 1 umol de xilosa en 20 min. a las

condiciones de ensayo.

b) Actividad pectinolitica

Se determind por la cuantificacion de azucares reductores liberados por la pectina
por el método DNS, usando una curva de acido galacturénico. El sistema de
reaccion consistio de 0.5 mL de pectina (de frutas citricas, con un contenido de
85% de GalA y 10% de grupos metoxilo, Sigma) al 1% (w/v), con 0.4 mL de buffer
de acetatos 100 mM a pH=5.0 y 0.1 mL de filtrado enzimatico libre de células a
45°C durante 20 min. Al término del tiempo de incubacion se le adicion6 2 mL de
DNS y la mezcla se calent6 a ebullicion por 5 min., se le afiadieron 5 mL de H,Od

y se ley6 a una A=575 nm en el espectrofotometro.

Una unidad (U) de actividad pectinolitica se define como la cantidad de enzima
necesaria para catalizar la produccion de 1 umol de &cido galacturénico en 20 min.

a las condiciones de ensayo.
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c) Actividad celulolitica

Se determind por la cuantificacion de azlcares reductores liberados por la
celulosa por el método DNS, usando una curva de &cido glucosa. El sustrato fue
50 mg de papel filtro (Whatman N°1) en 0.9 mL de buffer de acetatos 100 mM a
pH=5.0 y 0.1 mL de filtrado enzimatico libre de células a 40°C durante 3 hrs. Para
detener la reaccién se le afiadié 2 mL de DNS y la mezcla se calenté a ebullicién
por 5 min., se le afiadieron 5 mL de H,Od y se ley6 a una A=575 nm en el

espectrofotémetro.

Una unidad (U) de actividad celulolitica se define como la cantidad de enzima
necesaria para catalizar la produccion de 1 umol de glucosa en 3 hrs. a las

condiciones de ensayo

5.4 Determinaciéon de proteina

Método de Bradford

Se determind por la cuantificacién de la union de un colorante, Comassie Blue G-
250, a las proteinas usando una curva de albumina sérica bovina. El sistema de
reaccion consistio de 150 uL de H,Od, 50 uL de filtrado enzimatico libre de células
y 1 mL de reactivo de Bradford, a temperatura ambiente y se ley6 a una A=575 nm

en el espectrofotbmetro.
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5.4Electroforesis

La electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se realizé de acuerdo a Laemmli
(1970). El gel separador contiene acrilamida al 12% y bis-acrilamida al 2.7% (Bio-
Rad Laboratories). Las muestras utilizadas fueron concentradas y resuspendidas
en el volumen minimo posible de buffer de corrimiento (Tris-HCI 25 mM pH 8.3,
glicina 192 mM y SDS 0.1%) (Bio-Rad Laboratories) y se adicioné buffer de
tratamiento desnaturalizante (SDS 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10%, buffer
Tris-HCI 125 mM a ph 6.8 y azul de bromofenol 0.005%).

Se emplearon 250 pg de proteina (determinada por el método de Bradford,
utilizando albumina de suero bovino como estandar) de cada muestra para realizar
la electroforesis, la cual se llevé a cabo a corriente constante 15mA, a través de
una unidad de geles verticales de 1.5 mm migtle Small SE-245 (Hoefer Sci. Ins.
USA). Después de este tiempo los geles fueron tefidos con una solucion que
contiene azul de Coomasie R-250 al 0.125%, metanol al 50% y acido acético al
10%

5.6 Zimogramas (Actividad in situ)

La actividad in situ (zimograma) xilanolitica se determind incubando el gel de
acrilamida en las condiciones ya descritas, en buffer renaturalizante (Tris- HCI 10
mM pH=7.5) por 1 h. A 37°C, con cambio de buffer a los 30 min., se decanté y se
incubo en buffer de acetatos 100 mM pH 5.0 durante 30 min., posterirormente se
afiadio xilano de abedul (Sigma Chemical Co.) al 1% a pH=5.0 con buffer de
acetatos y se incubo sin agitacion a 37°C durante 30 min., se decanto y se eliminé
el exceso del sustrato, después se afadié etanol 96° por 15 min; posteriormente
se hidrato con H,Od por 20 min, después el gel se tifio con solucién rojo congo al
0.1% por 30 min., se decant6 y se agregé NaCl 1M durante 15 min. a temperatura

ambiente.
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En cuanto a la actividad pectinolitica se determind sumergiendo el gel en una
solucién renaturalizante (Tris- HCI 100 mM pH= 6.8) sin agitacion a 37°C durante
1 h. con cambio de buffer a los 30 min., posteriormente se sumergié en una
solucién de pectina al 1% (de frutas citricas, con un contenido de 85% de GalA 'y
10% de grupos metoxilo, Sigma) en buffer de acetatos 100 mM pH 5.0 durante
3h., finalmente el gel se tifio con una solucion de rojo de rutenio 0.05% durante 30

min, y se lavé con agua destilada para quitar el exceso de colorante.

Cada vez que se corria un gel para determinar proteina, se corria uno analogo
para determinar actividad enzimética, los geles pueden ser superpuestos

revelando que proteinas corresponden a las enzimas hidroliticas del zimograma.
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VIl. Resultados y Discusién

Medio liquido

La sintesis de enzimas extracelulares de hongos como Aspergillus, se ve
influenciada por los componentes del medio de cultivo, especialmente por la
fuente de carbono. En la produccién de xilanasas algunas fuentes de carbono
utilizadas son: mazorca de maiz, salvado de trigo, salvado de arroz, paja de arroz,
tallo de maiz y bagazo de cafia de azlcar entre otras; y en la produccion de
pectinasas se usan fuentes de carbono como: pectina, pulpa de remolacha de

azucar, mazorca de maiz molida, paja de trigo y cascara de arroz.

Las ventajas que ofrecen estas fuentes de carbono, es que son materiales de
desecho baratos y que se puede ayudar a combatir la contaminacion ambiental

debida a estos residuos.

La cepa de produccion se cultivd en medios liquidos con la finalidad de conocer el
perfil enzimatico en diferentes sustratos complejos y evaluar su capacidad y
potencial degradativo. Se evaluaron el salvado de trigo y la berenjena como
fuentes de carbono ricas en polisacaridos complejos, que pueden servir como
fuente de alimento para el hongo y al mismo tiempo producir enzimas que

hidrolicen los sustratos presentes en el medio tal y como ocurre en la naturaleza.

En la Figura 12 se aprecian los perfiles de azlcares reductores en cada
fermentacion. Son iguales en el mismo sustrato es decir las condiciones de

agitacion no modifican el perfil pero si los diferentes sustratos.
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El salvado de trigo lavado fue exhaustivamente lavado con agua destilada para
eliminar los azlcares reductores disponibles que pudieran ser utilizadas como
fuente de carbono facilmente asimilable, es por esto que al inicio no hay azucares
libres. Conforme avanza la fermentacién se observa un aumento de azlcares
reductores llegando a un maximo al séptimo dia de aproximadamente 0.25 mg/mL.
(Figura 12).

La méaxima concentracién de azucares libres en salvado de trigo lavado, se
presenta en el 8° dia en medio estético y agitado, Figura 12. La maxima actividad
xilanolitica en medio estético se presenta al 4° dia y en medio agitado al 5° dia, las
dos cuando la concentracion de azlcares reductores es baja, aunque hay un
aumento de actividad xilanolitica cuando hay un aumento de azlcares reductores.
En el caso de la actividad pectinolitica presenta una actividad muy baja cuando la
concentracion de azuUcares libres es alta, y tiene un maximo de actividad cuando
los azucares son bajos, presentando un maximo de actividad pectinolitica al primer
dia de incubacion en medio estatico, y al 5° dia en condiciones de agitacion. La
maxima actividad celulolitica se presenta al 4° dia en medio agitado y al 5° dia en

medio estatico, cuando la concentracion de azlcares reductores es baja.

Los azucares reductores del salvado de trigo no lavado al inicio de la fermentacion
es de 0.20 mg/mL aumentando significativamente en el segundo dia del
experimento para disminuir en los dias siguientes (Figura 12). Al inicio la velocidad
de consumo de azUcares es diferente a la velocidad de produccion de éstos ya
gue el crecimiento va aumentando y la demanda de nutrientes se intensifica,
conforme avanza el tiempo la velocidad de consumo es igual al de la produccion.
Cuando el medio se encuentra agitado la concentracion de azucares libres es

mucho menor que en el medio estatico a lo largo de toda la fermentacién.

Las maximas actividades xilanoliticas, tanto en condiciones estaticas como de
agitacion, en salvado de trigo no lavado presentan un maximo al 4° dia de
incubacion cuando la concentracidén de azucares reductores es baja, Figura 12. En

el caso de la actividad pectinolitica se tiene un maximo de actividad enziméatica al
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4° dia en los dos casos, agitado y estatico, cuando los azUcares libres son muy
pocos. La maxima actividad celulolitica en condiciones estéticas y de agitacion se
encuentra en el tercer dia de incubacién y los niveles de azucares reductores son

bajos.

Con la berenjena observamos que la actividad de enzimas genera azUcares
reductores, algunos de ellos son asimilados y otros se van acumulando, Figura 12.
El perfil de azlcares reductores puede deberse a que la velocidad de degradacién
de la berenjena no es igual a la velocidad de asimilacién de los productos de
hidrdlisis o que los sustratos son liberados lentamente de las particulas sélidas de
la berenjena. Los puntos maximos de azucares reductores se presentan al 5° y 9°
dia de incubacion. La maxima actividad xilanolitica se presenta cuando la
concentracion de azucares reductores es baja, en el caso del medio estatico al 8°
dia y en medio agitado en el 6° dia. La maxima actividad pectinolitica y celulolitica

se encuentra cuando la concentracion de azucares libres en el medio es baja.

Los maximos de actividad xilanolitica, pectinolitica y celulolitica, se presentan

cuando la concentracion de azucares reductores en el medio es baja.

En la Figura 13 se presenta el seguimiento de las actividades enzimaticas en
berenjena, donde se observa una variacion en cuanto a la magnitud y
comportamiento de las actividades determinadas, (xilanolitica, pectinolitica y
celulolitica) en condiciones estaticas y de agitacién constante. La produccion de
enzimas xilanoliticas es mas acelerada y mas abundante en condiciones de
agitacion, a diferencia de la actividad celulolitica y pectinolitica cuya maxima
actividad se obtiene en el medio estéatico. En éste caso la actividad pectinolitica y
celulolitica es muy poca comparandola con la de la que se present6 en las otras

fuentes de carbono estudiadas (salvado de trigo lavado y no lavado).
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Figura 13. Perfil enzimatico de Aspergillus flavus 6541 en berenjena 3%, cultivado a 37°C, en

condiciones estaticas y de agitaciéon constante (200 rpm) ( n=3).

En salvado de trigo no lavado, las maximas actividades se presentan en
condiciones estaticas, Figura 14, para la actividad xilanolitica y pectinolitica al 4to

dia y la celulolitica al 2° dia de fermentacion, las tres a tiempos cortos de la
fermentacion.

Para la actividad xilanolitica y pectinolitica en salvado de trigo lavado no existe
una diferencia significativa entre las condiciones de agitacion y estaticas, Figura

14, la actividad celulolitica se ve favorecida en el medio estatico.

Usando como fuente de carbono berenjena, la maxima actividad xilanolitica se
encuentra en condiciones de agitacion constante, y para las actividades

pectinoliticas y celuloliticas, se encuentran en el medio estatico. Figura 14
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Figura 44. Actividad enzimatica maxima de Aspergillus flavus 6541 en medio liquido, incubado a 37°C.
(n=3)

Cuando los sustratos son salvado de trigo lavado y berenjena la actividad
xilanolitica se ve ligeramente influencia por la aireacion del medio, ya que la mejor
actividad enzimatica se encuentra cuando el medio se encuentra bajo agitacion
constante, (Figura 14), pero cuando el sustrato es salvado de trigo no lavado se
aprecia una notable influencia del aire en la produccién de estas enzimas,

observando una gran diferencia de secrecion entre el medio agitado y estatico.

Para el salvado de trigo no lavado y berenjena la actividad pectinolitica se ve
afectada por el aire en el medio, favoreciendo la actividad en condiciones
estéticas. En el salvado de trigo lavado no hay una diferencia significativa entre las

dos condiciones estudiadas.
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La actividad celulolitica presenta mayores valores en condiciones estaticas, por lo
que esta actividad es afectada por la aireacion del medio para los tres sustratos

estudiados. Figura 14

Fue en salvado de trigo no lavado donde se presentaron las mayores actividades
enzimaticas; xilanolitica (2818.74 U/ug), pectinolitica (192.25 U/ug) y celulolitica
(10.91 U/ug), las tres en condiciones estéaticas. El sustrato que menos favorecié la
produccion de enzimas pectinoliticas y xilanoliticas fue el salvado de trigo lavado,
ya que al ser lavado la pectina se pierde mas y mas facilmente que el xilano. La
berenjena fue el sustrato que menos favorecié la produccion de enzimas

celuloliticas.

En las Figuras 15 y 16 se observa el desarrollo del hongo a lo largo de las
fermentaciones en los sustratos de salvado de trigo lavado y no lavado, de los

medios liquidos con berenjena no se presentan las fotografias.

En el medio estatico de los tres sustratos estudiados, el desarrollo fungico solo se
llevé a cabo en la superficie del medio observandose una gran esporulacion, que
en los primeros dias era de color verde-amarillo y en los ultimos dias de color
verde intenso. En el cultivo agitado el desarrollo abarcé todo el medio sin

presentar esporulacion.
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Figura 16. Salvado de trigo No Lavado. Agitado.: A) Tiempo 0, B) 4 dias, C) 7 dias, D) 10 dias. Estético: E) 4 dias,
F) 5 dias, G) 9 dias, H) 10 dias.
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Material vegetal biologicamente activo

El género Aspergillus utiliza el material vegetal en descomposicibn como nicho
ecologico primario, lo que le convierte en un género cosmopolita de distribucion
universal. En la naturaleza Aspergillus flavus es uno de los hongos mas
abundantes y con mayor distribucién, capaz de desarrollarse en muchos sustratos
como plantas, arboles, insectos, animales y muchos tipos de granos. La berenjena
fue empleada como modelo biolégico activo para estudiar la degradacion del

material vegetal por el hongo como ocurriria normalmente en la naturaleza.

El desarrollo del hongo sobre este sustrato fue muy lento, ya que para que el
hongo pueda desarrollarse debe penetrar y degradar las barreras constituidas por
varios polimeros como la pectina, xilano y celulosa, es decir depende de la
actividad hidrolitica que tenga, ya que de esta deriva la capacidad de absorcion de
nutrientes. Las pectinasas, amilasas, celulasas, lipasas y glucanasas tienen un

papel importante en la patogenicidad del hongo

A continuacion se muestran los resultados promedio obtenidos al inocular
Aspergillus flavus sobre el material vegetal. (Condicion 3 de la seccién de

Materiales y Métodos)
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Figura 17. Comparacion de la actividad xilanolitica en rodajas de Berenjena incubadas a 29°C. A)

Rodajas No inoculadas, B) Rodajas Inoculadas. (n=8)
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La méxima actividad xilanolitica en las rodajas de berenjena no inoculadas se

encuentra por debajo de las actividades determinadas cuando se inocul6 el hongo.

La berenjena tiene actividad xilanolitica y pectinolitica aunque no haya sido
inoculada, por que el fruto se encuentra vivo y madurando, estas actividades
enzimaticas son menores que cuando la rodaja es inoculada, el aumento de la
actividad enzimética es debida al desarrollo del hongo sobre el material vegetal, ya
gue para crecer necesita degradar el sustrato donde se encuentra, que en su
mayoria son polisacéaridos. Hay que destacar que ninguna de las rodajas ya sean

inoculadas o no inoculas presentaron contaminacién ni bacteriana ni fingica.

Durante los primeros dias de incubacion de las rodajas no inoculadas e
inoculadas la actividad xilanolitica es diferente en las tres zonas estudiadas, es en
los dltimos dias cuando la maxima actividad se encontré en la zona 2 en el caso
de la berenjena no inoculada, Figura 17 A, y en la zona 3 en el caso del fruto

inoculado, Figura 17 B.

La actividad xilanolitica maxima se detecto al dia 17 de incubacion en la zona 3
(479.33 U/ug), a este tiempo el hongo ocupd toda la superficie de la berenjena
observandose una gran esporulacion y una colonia color verde (Figura 19F), pero
es en la zona de la periferia donde hay una mayor actividad debida tal vez a la
degradacion de la pulpa de la berenjena y a la de las semillas, siendo estas

ultimas rica en hemicelulosa.

Como en el caso anterior durante los primeros 6 dias de incubacion la actividad
pectinolitica es diferente entre las tres zonas estudiadas y es a partir del noveno
dia cuando la actividad enzimatica es mayor en la zona 2 (Figura 18A), pero es
menor que la actividad que se presenta en el material vegetal inoculado durante

todo el experimento.
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Figura 18. Actividad pectinolitica en rodajas de berenjena incubadas a 29°C. A) Rodajas No inoculadas,

B) Rodajas Inoculadas. (n=8)

A lo largo de todo el experimento en las rodajas inoculadas, la actividad
pectinolitica presenta sus maximos en la zona media, Figura 18 B, detectandose la
mayor actividad en el dia 12 de incubacién en la zona 2 (233.90 U/ug). La zona 2
presenta una coloracion café (Figura 19E) debida tal vez a un aumento de la
actividad pectinolitica en esta regién, a los 17 dias de incubacién el hongo cubre
toda la superficie de la rodaja y la actividad pectinolitica disminuye ya que hay una
mayor secrecion de otras enzimas que permitan al hongo desarrollarse como las

enzimas xilanoliticas.

La determinacion de la actividad celulolitica no se llevé a cabo debido a la falta de

muestra, ya que la cantidad obtenida en cada caso era muy poca.
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Figura 19. Rodajas de Berenjena. A) Tiempo 0, B) 3 dias de incubacidn, C) 6 dias de incubacion, D) 9

dias de incubacion, E) 12 de incubacién, F) 17 dias de incubacion
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Medio sélido (Colonia completa)

El sistema para estudiar la diferenciacion zonal consistié en el uso de membranas
porosas de policarbonato, las cuales permitieron el estudio de la secrecion de
proteinas en el medio solido y en diferentes zonas, sin la interferencia del micelio.

(Condicion 2, de la seccidén de materiales y métodos)

Los hongos filamentosos tienen un papel importante en la degradacién del
material organico y por lo tanto él en ciclo del carbono. Los hongos forman un
micelio, que consiste en una red de hifas interconectadas, estas hifas segregan
varias enzimas al medio que son capaces de degradar el material organico
convirtiéndolo en pequefias moléculas, las cuales pueden ser absorbidas y usadas

como nutrientes por el hongo.

La periferia de la colonia estd expuesta al material organico inexplorado por las
hifas, mientras que su centro esta rodeado por un sustrato que en parte ha sido
utilizado para su desarrollo. La colonizacion del hongo por el micelio en sustratos
soélidos se da por extension de la hifa, sin embargo se sabe poco de las diferencias
entre hifas del centro y de la periferia, en términos del tipo de enzimas que

producen. (Levin Chucrel, 2007)

En la figura 20 se observan los controles de crecimiento de la cepa de Aspergillus
flavus 6541 sobre los diferentes sustratos complejos utilizados (A-F), salvado de
trigo lavado, salvado de trigo no lavado y berenjena, asi como a las diferentes
concentraciones de fuente de carbono estudiadas, ademas del desarrollo en

diferentes azlcares simples (G-I).
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Figura 20. Controles de crecimiento, 5 dias de incubacién a 37°C. A) Salvado de trigo Lavado 1%, B)
Salvado de trigo Lavado 3%, C) Salvado de trigo No Lavado 1%, D) Salvado de trigo No Lavado 3%, E)

Berenjena 1%, F) Berenjena 3%, G)Xilosa 1%, H) Glucosa 1%, 1) Acido galacturdnico.

Este control se realizd6 para observar el desarrollo del hongo a lo largo de
diferentes periodos de tiempo y determinar el tiempo adecuado para su posterior

incubacion con las membranas de policarbonato. Se cultivé en los medios sélidos
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con sustratos complejos para observar si habia algan impedimento de crecimiento
debido a la fuente de carbono compleja. Las fuentes de carbono simples, como la
xilosa, glucosa y &cido galacturdnico, son algunos productos de degradacion de la
accion de las enzimas estudiadas sobre los sustratos complejos empleados. En
todos los casos, tanto con sustratos complejos como con simples, el hongo pudo
desarrollarse, teniendo un mayor desarrollo a una concentracion de 3% de la
fuente de carbono, y un crecimiento escasos en acido galacturénico, debido a que
este es una fuente de carbono no favorable para el desarrollo del hongo.
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Figura 21. Comparacion de los perfiles de aztcares reductores en medio sdélido (n=3)

En la Figura 21, podemos observar la concentracion de azlcares reductores en
las tres zonas analizadas, con los diferentes sustratos utilizados antes de la
incubacion. Los azucares libres para el salvado de trigo lavado y la berenjena,
tanto al 1% como al 3%, se encuentran en muy bajas concentraciones al inicio de

la incubacion. El salvado de trigo no lavado al 1% y al 3% son los Unicos que
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presentan una concentracion mayor de azucares reductores, debido a que tienen

muchos azucares libres presentes en el sustrato.

Para seleccionar los tiempos de incubacion de los medios sélidos se realizaron
diferentes experimentos donde se observé el tamafio de la colonia en diferentes

tiempos de incubacion.

En el caso del uso de una membrana de policarbonato se seleccion6 aquel tiempo
donde el crecimiento del hongo abarcara las 3 zonas de estudio y que no fuera
muy prolongado. El tiempo que cubrié estas necesidades fue de 5 dias de
incubacion. (Condicién 2, seccién de materiales y métodos)

Para los medios usando dos membranas de policarbonato se eligio el tiempo
donde el desarrollo del hongo no fuera tan grande que saliera de la circunferencia
de las dos membranas usadas y presentara esporulacion, ya que el crecimiento
del hongo en esta condicidn es muy rapido, el tiempo que se selecciono fue de

dos dias.

El crecimiento del hongo sobre los medios solidos con una membrana de
policarbonato a los 5 dias de incubacion fue de aproximadamente 5 cm de
diametro, el aspecto del micelio es aterciopelado de color verde y bordes blancos.
(Figura 22)
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Figura 22. Crecimiento de medio sélido con una membrana de policarbonato, 5 dias de incubacién a
37°C. A) Salvado de trigo Lavado 1%, B) Salvado de trigo Lavado 3%, C) Salvado de trigo No Lavado
1%, D) Salvado de trigo No Lavado 3%, E) Berenjena 1%, F) Berenjena 3%.
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Figura 23. Comparacion de la actividad xilanolitica en medios sdélidos de diferentes fuentes de carbono, 5
dias de incubaciéon a 37°C, con una membrana porosa de policarbonato. (n=8)

En el caso de la actividad xilanolitica en salvado de trigo lavado, Figura 23, la
mayor secrecion de esta enzima se encuentra en la zona 2 del medio. Las hifas de
la periferia, las que estan en contacto con el material organico nuevo, son las que
secretan esta enzima, lo que permite la colonizacién del medio, y la degradacién
parcial del xilano presente. Las hifas del centro de la colonia, que ya estuvieron
en contacto con los polisacaridos complejos, no secretan una gran cantidad de
enzimas xilanoliticas, a este tiempo de incubacion, ya que el xilano presente ya
fue posiblemente degradado en su mayoria o ya no hay sustratos accesibles que
pueda utilizar para su desarrollo. Las hifas de la zona 3, que son las mas externas
y las mas jovenes, secretan una mayor cantidad de enzimas xilanoliticas que en
el centro pero no es tan elevada como en la zona 2, ya que las hifas comienzan a

reconocer el sustrato en el que se encuentran.
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La secrecion de enzimas xilanoliticas en el salvado de trigo lavado es mayor
cuando la concentracion de la fuente de carbono es de 3%, posiblemente a que la
cantidad de sustrato es mayor se necesita una mayor cantidad de enzimas para
degradarlo y utilizarlo. Figura 23

En salvado de trigo no lavado, Figura 23, la mayor produccién de enzimas
xilanoliticas es llevada a cabo en el centro de la colonia, zonal. El salvado no
lavado tiene una gran cantidad de azucares simples los cuales pueden ser
utilizados por el hongo para su desarrollo, después de haber consumido estos
sustratos simples tiene que degradar los sustratos complejos presentes en el
medio, y es cuando la secrecion de enzimas xilanoliticas se incrementa, asi que al
tiempo de la determinacion enzimatica los sustratos simples se agotaron y el
hongo pudo comenzar a utilizar los sustratos complejos. Las zonas 2 y 3
presentan una menor secrecion de enzimas xilanoliticas que en la zona 1, ya que
posiblemente en estas zonas las hifas en desarrollo emplean los azucares simples
y degradan muy poco los sustratos complejos. En la zona 3 del salvado de trigo no
lavado al 3% la produccion de enzimas es muy baja, debido tal vez a una mayor

concentracion de azlcares simples que utilizar que en una concentracion de 1%.

En el caso de la berenjena, la mayor produccion de enzimas se encuentra en la
zona 1, Figura 23, las hifas del centro de la colonia que ya emplearon los sustratos
simples segregan enzimas xilanoliticas para seguir creciendo en el medio. La
concentracion de este sustrato pudo influir en la secrecion de enzimas
xilanoliticas, ya que a una concentracion de 3% la cantidad producida fue muy

baja en comparacion con la generada al 1% de concentracion.

El sustrato que favoreci6 mas la produccion de enzimas xilanoliticas en medio
sélido, permitiendo la esporulacion del hongo, fue el salvado de trigo lavado a una
concentracion de 3% (Figura 23). En este sustrato el hongo tuvo que producir una
mayor cantidad de enzima quiza porque los azucares facilmente asimilables eran
practicamente nulos y tuvo que emplear los sustratos complejos presentes para su

desarrollo.
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Figura 24. Actividad pectinolitica en medios sélidos de diferentes fuentes de carbono, 5 dias de
incubacién a 37°C, con una membrana porosa de policarbonato. (n=8)

En el salvado de trigo lavado (Figura 24) la actividad pectinolitica es mayor en la
zona 3, las hifas mas jovenes del micelio y que se encuentran con un sustrato
nuevo, aparentemente tienen que secretar una mayor cantidad de enzimas para
poder degradarlo. En las zona 1 y 2, las hifas mas antiguas posiblemente ya
degradaron la mayoria de la pectina del medio a sustratos mas simples que son
utilizados para el crecimiento del hongo, las enzimas pectinoliticas no son
producidas en una gran cantidad quiza porque ya no son tan utilizadas por el
hongo. En la concentracién de 3% de salvado de trigo lavado la secrecion de
enzimas pectinoliticas es mayor que al 1%, posiblemente porque la cantidad de
pectina es mayor y se necesita una mayor cantidad de enzimas que degraden el

polisacarido.
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En el caso del salvado de trigo no lavado el perfil de secrecién de enzimas
pectinoliticas no es el mismo como se observa en la Figura 24. A una
concentracion de 1% la mayor produccion de enzima se lleva a cabo en la zona 1,
donde tal vez los sustratos simples del salvado ya fueron utilizados por el hongo y
tiene que utilizar la pectina del medio para seguir creciendo, para esto necesita
degradar la pectina y producir enzimas pectinoliticas. En las zonas 2 y 3 la
produccién enzimética es menor quiza porque aun hay azucares de facil
asimilacion. Cuando la concentracion de salvado no lavado es de 3% la zona 3 es
la presenta la mayor actividad y la menor actividad es la zona 1, asi que la
concentracion de este sustrato posiblemente afecta la produccién de enzimas

pectinoliticas.

La actividad pectinolitica en berenjena es mayor en la zona 3 (Figura 24), donde
las hifas nuevas posiblemente tienen que secretar una gran cantidad de enzimas
pectinoliticas para seguir desarrollandose. En la zona 1 donde la degradacion de
la pectina del medio ya se llevo a cabo por la hifas mas antiguas de la colonia, la
secrecion de estas enzimas en casi nula ya que el hongo puede emplear los
azucares simples obtenidos de la degradacion de sustratos complejos para su
desarrollo. La zona 2 presenta actividad pectinolitica mayor que en la zona 1 pero
no tan grande como en la zona 3, la pectina sigue siendo degradada por el hongo.
La mayor secrecion de enzimas pectinoliticas en berenjena fue a una
concentracion de 1% por lo que posiblemente la fuente de carbono influye en la

produccion enzimatica.

El sustrato que favorecié mas la produccién de enzimas pectinoliticas en estas
condiciones de desarrollo fue la berenjena a una concentracion de 1%,

posiblemente porque es un sustrato rico en pectina.

Con respecto a la regulacion de la biosintesis de pectinasas en Aspergillus sp.,
existen tres tipos de enzimas extracelulares, las inducibles, las parcialmente
inducibles y las constitutivas. En el caso de las pectinasas, por su aplicacion

fisiol6égica en los microorganismos, presumiblemente existen en un nivel basal que
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permitird la degradacion del sustrato, que puede ingresar a la célula y general la
induccién, es decir, un aumento en la concentracion de una enzima como
consecuencia de la presencia de cierta sustancia quimica o inductor. (De Vries &
Visser, 2001)
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Figura 25. Actividad celulolitica en medios soélidos, 5 dias de incubacion a 37°C, con una membrana
porosa de policarbonato. (n=8)

Con el salvado de trigo lavado, la actividad celulolitica presenta una mayor
produccion en la zona 3, Figura 25, donde las hifas nuevas de la colonia secretan
una mayor cantidad de enzimas para poder degradar parcialmente la celulosa del
medio, ya que los azUcares libres son escasos Yy los polisacaridos son
practicamente la Unica fuente de carbono. En las zona 1y 2, las hifas mas viejas

gue ya degradaron parte de la celulosa del medio a sustratos mas simples y no
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producen una gran cantidad de enzimas celuloliticas. A una concentracion de 3%
de fuente de carbono, la secrecion de enzimas celuloliticas es mayor que al 1%,
posiblemente porque la cantidad de celulosa es mayor y se necesitan una mayor
cantidad de enzimas que la degraden.

El perfil de secrecion de enzimas celuloliticas no es el mismo empleando como
fuente de carbono salvado de trigo no lavado (Figura 25). Cuando la concentracion
es de 1% la mayor secrecion de enzimas se lleva a cabo en la zona 3, las hifas
mas jovenes segregan una mayor cantidad de enzimas para degradar la celulosa,
ya es practicamente la Unica fuente de carbono. En las zona 1y 2, las hifas que
secretaron previamente enzimas celuloliticas y que ya degradaron parte de la de
la celulosa del medio a sustratos mas simples no producen una gran cantidad de
estas enzimas porque tal vez ya no son tan utilizadas. A una concentracion de 3%

la mayor actividad celulolitica esta presente en la zona 2.

En la Figura 25 se aprecia que el perfil de produccion de enzimas celuloliticas en
berenjena no es igual a las concentraciones estudiadas. A una concentracion de
1% de berenjena es mayor en la zona 2 y cuando la fuente de carbono se
encuentra al 3%, la mayor actividad celulolitica se localiza en la zona 3 donde las
enzimas jovenes secretan estan enzimas al encontrarse con un sustrato nuevo. La
concentracion de la fuente de carbono quiza afecta la secrecion de enzimas
celuloliticas, obteniendo una mayor actividad a una concentracion de 1% de

berenjena.

El sustrato que favorecidé mas la produccion de enzimas celuloliticas en el medio
sélido empleando una membrana porosa de policarbonato, fue la berenjena a una

concentracion de 1%.

Diversos estudio se han realizado en hongos saprofiticos reportan que existe
cierta correspondencia temporal entre la sintesis de polisacaridasas y los
polisacaridos que el hongo encuentra en las distintas capas de la pared celular
vegetal, entonces como el hongo es capaz de reconocer el sustrato, siendo esta

una molécula tan grande y que no puede penetrar a la célula e inducir la
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produccién de enzimas que logren degradar al sustrato. Existe un sistema
constitutivo de enzimas extracelulares degradadoras de la pared celular, asi los
productos de degradacion, moléculas evidentemente mas pequefias, son capaces
de atravesar la membrana celular del hongo e inducir una mayor produccién de
enzimas. (De Vries & Visser, 2001). Se ha encontrado que el nivel basal de
concentracion enzimatica es no inducible, y que la mayor parte de las enzimas

sintetizadas son enzimas inducibles.

El crecimiento del hongo esta limitado por el agotamiento de los nutrientes o bien
por la acumulacion de productos téxicos del metabolismo.

En éste sistema de estudio se puede considerar que las hifas de la periferia o
zona 3, es decir, la zona mas externa estudiada corresponde a las hifas mas
jovenes del micelio y que son las que se encuentran en la fase de latencia. Estas
hifas al encontrarse en un medio fresco sufren un cambio en su composicion
guimica antes de ser capaces de iniciar la multiplicacion, presentan un marcado
aumento de los componentes macromoleculares y de la actividad metabdlica, casi
sin division celular, las hifas jovenes tienen una gran actividad metabdlica y

pueden producir una gran variedad de enzimas.

Las hifas de la zona 2 0 zona media, se encuentran entre la fase de latencia y la
fase exponencial. Y las hifas de la zona 1 que son las hifas mas antiguas se
encuentran en la fase estacionaria y posiblemente algunas en la fase de muerte
donde hay un agotamiento de los nutrientes y la acumulacion de productos toxicos

gue pueden detener el crecimiento.

El crecimiento del hongo entre las dos membranas de policarbonato fue mayor y
en un tiempo mas corto que con una sola membrana. El diametro de la colonia en
todos los medios a los 2 dias de incubacién fue de aproximadamente de 8 cm vy el

micelio era de color crema. Figura 26
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Figura 26. Crecimiento de medio sélido con dos membranas de policarbonato, 3 dias de incubacién a
37°C. A) Salvado de trigo Lavado 1%, B) Salvado de trigo Lavado 3%, C) Salvado de trigo No Lavado
1%, D) Salvado de trigo No Lavado 3%, E) Berenjena 1%, F) Berenjena 3%.

82



Medio sélido (Micelio vegetativo)

El sistema para estudiar la diferenciacion zonal sélo con el micelio vegetativo, es
llamado “sandwich” y consisti6 en el uso de dos membranas porosas de
policarbonato, el hongo se desarrollo entre estas dos membranas, las cuales
permitieron el intercambio de gases, nutrientes y proteinas con el medio, y
Unicamente obtener micelio vegetativo. (Condicion 2 de la seccion de material y

métodos)
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Figura 27. Actividad xilanolitica en medios sdélidos, 2 dias de incubacién a 37°C, con dos membranas
porosas de policarbonato. (n=8)

El perfil de secrecién de enzimas xilanoliticas empleando salvado de trigo lavado
no es el mismo cuando la concentracién es de 1% y 3% (Figura 27). En el caso del

salvado lavado 1%, la zona 3 es la que tiene una mayor produccion de enzimas
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xilanoliticas, las hifas mas recientes que estan reconociendo el sustrato son las
gue segregan una mayor cantidad de enzima para poder degradar el xilano
presente y usarlo como fuente de carbono. La zona 2, es donde se encuentra la
menor produccion de enzimas xilanoliticas, las hifas mas antiguas posiblemente
ya no necesitan secretar una gran cantidad de enzima ya que el polisacarido
presente ha sido parcialmente degradado y los monosacéridos, productos de esta
degradacion, son los utilizados por el hongo para su crecimiento. Cuando el
salvado lavado se encuentra al 3%, la zona 2 es donde hay una mayor secrecién

de enzimas xilanoliticas.

En el salvado de trigo no lavado la concentracion tal vez afectd la produccion de
enzimas xilanoliticas, ya que a una concentracion de 3% la secrecion de estas
enzimas es baja en comparacion con las segregadas al 1% (Figura 27). Cuando el
salvado se encuentra al 1% la mayor produccion de enzimas se encuentra en la
zona 2, donde las hifas de mediana edad son las encargadas de esta secrecion,
posiblemente la cantidad de azucares libres no es suficiente para su desarrollo y
necesita degradar los polisacéaridos presentes para su crecimiento. Las hifas mas
jovenes que se encuentran en la zona 3, quiza no necesitan secretar una gran
cantidad de enzimas, por que los sustratos simples son suficientes para su

desarrollo.

En el caso del salvado de trigo no lavado al 3%, las zonas 1 y 2 tienen
aproximadamente la misma secrecion de enzimas xilanoliticas, que es mas mayor
gue en la zona 3 (Figura 27). A una concentracion del 3%, la cantidad de azucares
de facil asimilacién es mayor que al 1%, por lo que las enzimas xilanoliticas no son

necesarias para el desarrollo del hongo.

Cuando la fuente de carbono es berenjena (Figura 27) y se encuentra en una
concentracion de 1%, la zona central es la que presenta una mayor secrecion de
enzimas xilanoliticas. En la zona 1, la degradacion de los polisacéridos ya se llevo
a cabo parcialmente y el hongo utiliza los sustratos simples para desarrollarse y

posiblemente ya no es necesario que se produzca tanta cantidad de enzimas. En
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la zona 3 las hifas mas jovenes y que comienzan a reconocer los sustratos
complejos, comienzan a secretar enzimas que degraden los polisacéridos para

poder seguir creciendo.

A una concentracion de 3% de berenjena la zona méas externa es la que tiene una
mayor produccion de enzimas, en este caso la secrecion de enzimas posiblemente
se ve influencia por la concentracion de la fuente de carbono, a una concentracion
mayor la produccion enzimatica es menor. Al haber una mayor concentraciéon de
sustratos simples, las enzimas xilanoliticas no son tan necesarias para el

crecimiento del hongo. Figura 27

El sustrato que favorecio la mayor produccion de enzimas xilanoliticas en las

condiciones de trabajo fue el salvado de trigo no lavado al 3%.

En el salvado de trigo lavado al 1% la mayor secrecion de enzimas pectinoliticas
se encuentra en la zona mas externa (Figura 27). Para el tiempo en el que se llevo
a cabo la determinacion los polisacaridos de las zonas 1 y 2 quiza ya fueron
degradados y los productos de esta degradacion son los empleados por el hongo
para su crecimiento, por lo que las enzimas pectinoliticas no son producidas en
una gran cantidad, siendo la zona 3 donde las hifas son mas jovenes donde hay

una mayor secrecion de estas.

En salvado trigo lavado al 3% la maxima produccién de enzimas pectinoliticas se
localiza en la zona media (Figura 27). Las hifas de mediana edad son las que
secretan una mayor cantidad de enzimas para degradar los sustratos complejos
del medio, las hifas recientes de la zona 3 comienzan a reconocer el sustrato y no
secretan grandes cantidades de enzimas pectinoliticas ya que comienzan su

desarrollo.
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Figura 28. Actividad pectinolitica en medios sélidos, 2 dias de incubacién a 37°C, con dos membranas
porosas de policarbonato. (n=8)

En el salvado no lavado al 1% la secrecion de enzimas pectinoliticas (Figura 28)
es menor en la zona 1 donde las hifas mas viejas de la colonia ya secretaron
enzimas que degradaron los polisacaridos y usan los productos de esta
degradacion como fuente de carbono. En la zona 2 donde se presenta una mayor
produccion de enzimas es donde se encuentran hifas que se estan desarrollando y
para eso necesitan degradar los sustratos complejos del medio. Las hifas nuevas
de la zona 3 secretan enzimas pectinoliticas para poder desarrollarse pero en una
menor cantidad que en la zona anterior, ya que comienzan a reconocer el sustrato
donde se encuentra. En el salvado no lavado al 3% la zona 1 es la que presenta

una mayor secrecion de enzimas pectinoliticas.
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Cuando la fuente de carbono es berenjena se observa el mismo perfil de secrecion
de enzimas pectinoliticas (Figura 28), donde la mayor cantidad es producida en la
zona 3, donde las hifas recientes son las que segregan mas enzimas para seguir
desarrolldndose, y en cuanto a las hifas de las zonas 1 y 2 que ya son mas
antiguas posiblemente no necesitan secretar tantas enzimas pectinoliticas para su
desarrollo porque ya degradaron gran cantidad del sustrato complejo donde se

encuentran en monosacaridos de mas facil asimilacion.

La concentracion de la fuente de carbono probablemente afecta la secrecién de
enzimas pectinoliticas, obteniendo una mayor actividad a una concentracion de
3%. El sustrato en el cual la produccién de enzimas pectinoliticas fue mayor es el

salvado de trigo no lavado 3%.
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Figura 29. Actividad celulolitica en medios sdlidos, 2 dias de incubacién a 37°C, con dos
membranas porosas de policarbonato
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Con salvado lavado 1% la zona que presenta mas secrecidon de enzimas
celuloliticas es la central (Figura 29) por las hifas con mas tiempo de desarrollo,
cuando se encuentra al 3% de concentracion la maxima actividad se encuentra en

la zona 3 donde las hifas mas jévenes llevan a cabo la secrecidén de esta enzima.

A una concentracion de 1% de salvado de trigo no lavado la maxima produccion
de enzimas celuloliticas se encuentra en la zona 2 y cuando se encuentra al 3%

es la zona periférica (Figura 29).

En este sistema de estudio debido a que el micelio crece demasiado rapido las
hifas pueden estar en la fase de latencia y unas pocas en la fase exponencial. Y
las enzimas que se producen se ven mas influenciadas por la esporulacion del

hongo que por la edad de las hifas.
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Analisis de geles SDS-PAGE

Los geles de electroforesis se realizaron para observar si existia diferencia entre
las enzimas producidas en las condiciones estudiadas, medio liquido, medio sélido

y sobre un material vegetal biol6gicamente activo.

A continuacién se muestran los geles de electroforesis algunas de las condiciones
estudiadas, asi como los zimogramas de actividad pectinolitica correspondientes
de la electroforesis. Los zimogramas de actividad xilanolitica no se presentan

debido a que no mostraron ningun resultado.

Figura 30. A) Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE, B) Zimograma proveniente de medio liquido
Salvado No Lavado 3% Agitado 3 dias de incubacién (1y a), Salvado No Lavado 3% Estatico, 3 dias de
incubacién (2 y b), Salvado Lavado 3% Agitado, 4 dias de incubacion (3 y c), Salvado Lavado 3%
Estético, 4 dias de incubacién (4 y d), Berenjena 3% Estético, 5 dias de incubacion (5 y €), Berenjena
3% Agitado, 5 dias de incubacién (6 y f). En todos los casos se cargaron 150 pug por pozo. PE =Pectin

esterasa

En la Figura 30 A se muestra el perfil de proteinas de diferentes condiciones del
medio liquido. En el carril 1y 2, se observa el medio liquido del salvado de trigo no

lavado 3% con 3 dias de incubacion, en lo cuéales se obtuvo un méaximo de
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actividad xilanolitica y pectinolitica, en el medio agitado y estéatico se observan dos
bandas a la misma altura, pero las del medio estatico son mas intensas que las del
medio agitado. En los siguientes carriles (3 y 4) se muestra el perfil del medio
liquido del salvado lavado 3% con 4 dias de incubacion (Figura 30 A), en donde se
observan en los dos carriles dos bandas de la misma intensidad una en parte
superior y otra en la inferior del gel, la banda superior se encuentra a la misma
altura en las dos condiciones, agitado y estatico, pero la banda inferior
perteneciente a la condicion de agitacion constante se encuentra ligeramente por
debajo de la banda del medio estatico. En los ultimos carriles del perfil de proteina
(5 y 6) se muestran los medios liquidos de berenjena 3% a los 5 dias de
incubacioén (Figura 30 A), en donde se aprecia una banda de la misma intensidad
en las dos condiciones estudiadas (agitado y estatico), la banda perteneciente al
medio agitado se encuentra por debajo de la banda del medio estatico.

En la Figura 30 B se muestra el zimograma del medio liquido en diferentes
condiciones de incubacion. En los primeros carriles, 1y 2, se observa una banda a
la misma altura y de la misma intensidad tanto en estatico y en agitacion,
localizada en la parte inferior del gel y que posiblemente pertenezca a una PE
producida por el hongo. En los carriles 3 y 4 no se aprecia ninguna banda en las
condiciones estudiadas (cultivo estatico y agitado). En los ultimos carriles del
zimograma (5 y 6) se observa una banda en el medio agitado y estatico que
posiblemente corresponda a una pectin esterasa, PE, estas bandas se localizan a
la misma altura del gel, en la parte inferior de este, y de diferente intensidad,

donde la banda del medio agitado es mucho méas ancha que la del medio estatico.
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Figura 31. Zimograma proveniente de medio liquido agitado de Salvado Lavado 3% y 7 dias de
incubacién, 1: Medio estatico (150 pg), 2: Medio agitado (150 pg). PE= Pectin esterasa, PG= Pectin

galacturonasa.

En el zimograma de actividad pectinolitica del medio liquido agitado del salvado
lavado 3% (Figura 31) se observa que en condiciones de agitacion hay una banda
en la parte superior del gel que posiblemente corresponde a una pectin esterasa,
PE, en esta misma condicion también se aprecia una banda de una hidrélisis
parcial de la pectina del medio. En el medio estatico hay una banda en la parte
superior a la misma altura que en el medio agitacion y que también puede
corresponder a una PE secretada por el hongo, sdlo que la banda del medio
agitado es mas intensa que la del medio estatico. En la parte inferior del medio
estatico se observa una banda que corresponde a una hidrélisis de la pectina. No

se muestra el gel de proteina ya que ninguna banda se puede apreciar.

Comparando los zimogramas de las Figuras 30 y 31, podemos observar que las
enzimas producidas en medio con salvado de trigo lavado 3% y salvado de trigo
no lavado 3% son diferentes. Asi que la fuente de carbono tuvo efecto en la

produccion de enzimas pectinoliticas en medio liquido
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Figura 32. A) Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE, B) Zimograma provenientes de rodajas de
berenjena, sin inocular con 9 dias de incubacién. Marcadores de peso molecular (1), Zona 1 Berenjena
(2y a), Zona 2 Berenjena (3 y b), Zona 3 Berenjena (4 y c). En todos los casos se cargaron 150 pg por

pozo. PE= Pectin esterasa

En la Figura 32 A se observa el perfil de proteinas de las rodajas de berenjena no
inoculadas e incubadas por 9 dias que fue realizado como control para distinguir lo
gue tiene la berenjena y lo que produce el hongo, en los carriles 2, 3y 4 se
aprecian bandas muy finas a la misma altura y a lo largo de todo el gel. En el
zimograma, Figura 32 B, se aprecia una banda en los tres carriles (a,b,c) a la
misma altura y con la misma intensidad, por arriba del marcador 66 KDa, y que
corresponde con una ligera banda en el perfii de proteina, esta banda

posiblemente corresponda a una pectin esterasa de la berenjena.
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Figura 33. A) Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE, B) Zimograma proveniente de rodajas de
berenjena inoculada e incubada 9 dias. Marcadores de peso molecular (1), Zona 1 Berenjena (2 y a),

Zona 2 Berenjena (3y b), Zona 3 Berenjena (4y c). En todos los casos se cargaron 150 pg por pozo.

En el perfil de proteinas de las rodajas de berenjena, Figura 33 A, se observa en
los carriles 2 y 4) bandas muy finas a la misma altura y a lo largo de todo el gel por
arriba de los 36 KDa, en el carril 3 solo se observan 2 bandas por arriba de los 66
KDa. En la figura 33 B se presenta el zimograma de las rodajas en donde se
aprecia una banda presente en los carriles a, b y ¢, a la misma altura y con
aproximadamente la misma intensidad, a la altura de 45 KDa, y que corresponde
con una ligera banda en el perfil de proteina en los carriles 2 y 4, esta banda quiza
corresponda a una pectin esterasa producida por el hongo que se desarrollo sobre

la rodaja de berenjena.

Los perfiles enziméticos de las rodajas de berenjena varian de acuerdo al tiempo
de incubacién; las rodajas sin inocular presentan un perfil enzimatico (Figura 32 A)

propio debido a la actividad metabdlica que tiene el material vegetal vivo. El perfil
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de las rodajas inoculadas (Figura 33 A) es diferente al de las rodajas no
inoculadas, debido al crecimiento del hongo en este sustrato. Al observar el perfil
de proteinas a diferentes dias de incubacion con desarrollo del hongo, se aprecia
que estos perfiles son diferentes, a los 9 dias de incubacion (Figura 33 A) hay
muchas bandas finas en el gel, pero a los 12 dias de incubaciéon solo hay una
banda en el gel, por lo que posiblemente a este tiempo de incubacion tan
prolongado hay una degradacion de las proteinas producidas por el hongo o a
dejado de secretarlas.

En el zimograma de las rodajas no inoculadas (Figura 32 B) se observan unas
bandas de lo que posiblemente es una PE propia de la berenjena en la parte
superior del gel, a los 9 dias de incubacion la PE se encuentra por debajo de la
mitad del gel (Figura 33 B) y es una enzima producida por el hongo. A los 12 dias
de incubacion la PE también se encuentra por debajo de la mitad del gel.
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Figura 34. A) Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE, B) Zimograma provenientes de medio sélido

con Salvado de trigo No Lavado 3%, incubado 5 dias con una membrana porosa de policarbonato.
Marcadores de peso molecular (1), Zona 1 Salvado No Lavado 3% (2 y b), Zona 2 Salvado No Lavado

3% (3y b), Zona 3 salvado No Lavado 3% (4 y c), en todos los casos se cargaron 150 ug por pozo.

Se puede ver que el perfil de proteina es muy parecido en las 3 zonas analizadas
(Figura 34 A), se aprecian tres bandas por debajo de 36 KDa a la misma altura y
con aproximadamente la misma intensidad, y una banda en la parte superior del
gel por arriba de los 66 KDa. En la Figura 34B se muestra el zimograma donde se
aprecia una banda en los carriles a,b y ¢, a la misma altura y con la misma
intensidad, por arriba del marcador 66 KDa. Esta banda que no se aprecia con
claridad en el gel de proteina, posiblemente corresponda a una pectin esterasa
(PE) (E.C. 3.1.1.11), que es una enzima que desmetoxila las cadenas pécticas a
acidos pécticos, es una enzima especifica que solo hidroliza los grupos carboxilo

esterificados en la pectina.
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Figura 35. Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE provenientes de medio sélido con Berenjena 3%,
incubado con una membrana porosa de policarbonato. 1: Marcadores de peso molecular, 2: Zona 1
Berenjena 3% (150 ug), 3: Zona 2 Berenjena 3% (150 pg), 4: Zona 3 Berenjena 3% (150 pg)

En los carriles 2,3y 4 de la Figura 35 se aprecian bandas localizadas a la misma
altura y con aproximadamente la misma intensidad, a lo largo de todo el gel. En
este caso el perfil de proteina es muy parecido en las tres zonas de crecimiento y
hay un mayor nimero de bandas de proteina que en el caso del salvado de trigo
no lavado (Figura 34). Con salvado de trigo no lavado 3% las bandas son de bajo
peso molecular encontrandose la mayoria por debajo de 66 KDa y en el caso del
medio sdlido con Berenjena 3% las bandas son de alto peso por arriba de 66 KDa.
En este caso no se presenta el zimograma de actividad pectinolitica ya que no se

observa ningun resultado.

No se presentan los geles de proteina ni los zimogramas de actividad pectinolitica
de los medios solidos con dos membranas ya que ninguno presenta actividad

enzimatica, ni se observan bandas de proteinas.
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IX. Conclusiones

Se logro desarrollar un sistema de crecimiento en placa utilizando membranas de
policarbonato, que permitié la evaluacion del crecimiento, el consumo de sustrato
y la produccién de enzimas. Este sistema también es muy 0til cuando se manejan
sustratos complejos como los empleados en el presente trabajo. Ademas de que
se puede evaluar el efecto de la morfologia sobre diversas funciones celulares
(produccion de enzimas, consumo de sustrato, etc), utilizando una o dos

membranas.

La produccién de enzimas se evaludé en medio liquido y sélido, encontramos se
producen xilanasas, pectinasas y celulasas. Los niveles en que se producen
varian de acuerdo al sistema de cultivo utilizado. En medio liquido estatico se
produjeron los niveles mas altos de enzimas, seguido por el cultivo en placa con
una membrana de policarbonato, después el cultivo liquido agitado y por ultimo el

cultivo en placa con micelio vegetativo (sandwich).

En medio liquido el primer sistema enzimatico detectado fue el de celulasas

seguido por xilanasas y pectinasas.

En medio sdélido con una membrana de policarbonato (micelio esporulado) la
expresion de los sistemas enzimaticos vario dependiendo el sustrato en el que se
desarrollo. En el caso del salvado de trigo no lavado la mayor produccion de
pectinasas se encuentra en la zona periférica de la colonia (zona 3) donde se
encuentran las hifas mas jévenes y la mayor secrecion de celulasas se encuentra
en la zona central o zona 2 y el maximo nivel de xilanasas se localiza en la zona
central (zona 1) que es donde estan las hifas mas viejas de la colonia. Con
salvado de trigo lavado las celulasas y pectinasas tienen su maxima secrecion en
la zona mas externa de colonia, zona 3, que es donde estan las hifas mas
jovenes, y las xilanasas se producen en un nivel mayor en la zona media (zona 2).

Empleando como sustrato berenjena la zona 3 o periférica presenta una mayor
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secrecion de pectinasas, la zona media de celulasas y la zona 1 o central de

xilanasas.

En medio solido con dos membranas de policarbonato, los niveles de produccion
de enzimas también variaron dependiendo el sustrato empleado y la concentracion
de la fuente de carbono. Hubo una mayor producciéon enzimatica en medio sélido
permitiendo la esporulacion del hongo que en medio sdlido sin esporulacion

(técnica sandwich).

Ya que Aspergillus flavus es uno de los hongos mas abundantes y con mayor
distribucién, capaz de desarrollarse en muchos sustratos como plantas, arboles,
insectos, animales y muchos tipos de granos, la berenjena fue empleada como
modelo biolégico activo para estudiar la degradacién del material vegetal por el
hongo como ocurriria normalmente en la naturaleza. Se evaluo la produccion de
enzimas en este material vegetal activo y se encontré que la mayor producciéon de
pectinasas se localiza en la zona media (zona 2), y la maxima secrecion de
xilanasas en la zona periférica, ambos sistemas enzimaticos a un tiempo
prolongado de incubacion. En este caso fue muy evidente que la degradacion del
material vegetal (rodajas de berenjena) es debida a la presencia de las enzimas

producidas por A. flavus.

Con los geles de proteina y zimogramas de actividad pectinolitca se observo que
las enzimas producidas son diferentes, dependiendo de la condicion estudiada,
variando de medio liquido a medio sdlido y en un material biologicamente activo.

Ademas de que son diferentes en las diferentes fuentes de carbono estudiadas.
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