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Capitulo 1

RESUMEN

En busca de una alternativa para la reutilizacién del agua residual de la nixtamalizacién llamado
nejayote; se determinaron las condiciones necesarias para utilizarlo como medio de cultivo en la
produccion de enzimas de interés industrial, especificamente xilanasas y feruloilesterasas, utilizando
cepas del género Aspergillus, mismo que ha sido ampliamente utilizado para este fin.
Inicialmente, se seleccionaron las cepas potencialmente productoras de las enzimas de interés,
examinando diferentes cepas de coleccion y autdctonas. Posteriormente se explord la capacidad de
degradar y asimilar determinados sustratos para su propio crecimiento y se valoro el incremento de la
produccion de xilanasas y feruloilesterasas en presencia de acido ferulico. De esta manera tres cepas
autéctonas fueron seleccionadas.
Posteriormente, se prob6 la adicion de nejayote al medio de cultivo en diferentes cantidades. De esta
forma se encontrd que el nejayote puede ser utilizado como medio de cultivo a una concentracion de
75% y que el enriquecimiento con salvado de trigo al 1% mejora la produccion de las enzimas de interés.
En este momento, de las tres cepas autéctonas previamente seleccionadas, la cepa FP160 de
Aspergillus niger fue la mejor productora de xilanasas y feruloilesterasas con esta fuente de carbono.
En la determinacién del efecto del pH inicial de fermentacion y de la fuente de nitrégeno, la mejor
produccién de xilanasas y feruloilesterasas se obtuvo a pH inicial de 6.8 y sulfato de amonio como fuente
de nitrégeno. Al comparar la produccion obtenida con la produccion de las cepas de coleccién A. niger
N402 y A. aculeatus CBS172.66; se encontré que la produccion de la cepa seleccionada es mayor a la
de las cepas coleccidon que han sido utilizadas en trabajos de produccién de enzimas.
Finalmente, las enzimas de interés fueron parcialmente purificadas por cromatografia de intercambio
i6nico e identificadas mediante espectrometria de masas. De esta manera se corroboré que las enzimas
contenidas en el concentrado enzimatico corresponden a una endo-1,4-B-xilanasa y a una
feruloilesterasa tipo A, entre otras enzimas identificadas.
Este proyecto propone una tecnologia completa para la reutilizacion de nejayote que requiere poca
inversion de insumos en la adecuacion de nejayote y se obtiene como producto de valor agregado un
concentrado enzimatico de xilanasas y feruloilesterasas con gran potencial para ser probado en

procesos industriales.



ABSTRACT

In search of an alternative to reuse the residual water of process nixtamalization called nejayote,
it was necessary to determine the appropriate conditions to handling it as a culture medium to produce
different enzymes of industrial interest, specifically xylanases and feruloyl esterases, using different
strains of the genus Aspergillus, which have been widely used for this purpose.
Initially, the strains potentially producing the enzymes of interest were selected; examining different
collection and autochthonous strains. Subsequently, the ability to degrade and assimilate certain
substrates for their own growth was explored and the increase in the production of xylanases and feruloyl
esterases in the presence of specific inducers was evaluated. In this way three autochthonous strains
were selected.
Subsequently, different strains were culture with the addition of different amount of nejayote to the culture
medium. Moreover, it was founded that culture medium enriched with nejayote to 75% more 1% of wheat
bran improved the production of xylanases and feruloyl esterases enzymes. At this time, of the three
autochthonous strains previously selected, the FP160 strain of Aspergillus niger showed to be the best
producer from these two enzymes, using these carbon sources.
Also, it was observed the effect of the initial pH of fermentation and nitrogen source, the best production
of xylanases and feruloyl esterases was obtained at an initial pH of 6.8 and ammonium sulfate as a
source of nitrogen. When comparing the A. niger FP160 production with the obtanined by collection
strains A. niger N402 and A. aculeatus CBS172.66; it was found that the production of the selected strain
is greater than that of the collection strains that have been used in enzyme production works.
Finally, the enzymes of interest were partially purified by ion exchange chromatography and identified by
mass spectrometry. In addition, it was corroborated that the enzymes contained in the enzyme
concentrate correspond to an endo-1,4-B-xylanase and to a feruloyl esterase type A, among other
identified enzymes.
This project proposes a complete technology to reuse the nejayote that presents low investments of
inputs and costs, allowing the obtention of an enzymatic concentrate of xylanases and feruloyl esterases

as a value added product with great potential to be tested in industrial processes.




Capitulo 2

INTRODUCCION

En septiembre de 2013, la revista FORBES reportd una tasa de 150% de capacidad de carga en
nuestro mundo, es decir, se requiere planeta y medio para subsistir con los recursos que hoy por hoy
utilizamos (Montes y Berges, 2013). Por lo anterior, el fortalecimiento de las energias renovables y el
maximo aprovechamiento de los recursos naturales son tendencias que estan favoreciendo a los

ecosistemas en todo el globo terrdqueo ya que cuentan con amplia aceptacion de la sociedad actual.

Uno de los principales focos de atencién en investigacién es el aprovechamiento de los residuos
agroindustriales a nivel mundial, debido a que son generados constantemente y gran parte de sus
constituyentes pueden ser materia prima para generar diversos productos de interés, situacion que

prevalece en la actualidad y se prevé que continuara en el futuro.

Las caracteristicas de los residuos agroindustriales son muy variadas ya que dependen de la materia
prima y del proceso que los genera. En México, las tortillas representan el 47% de la ingesta caldrica y
el 1% de la industria alimenticia nacional (Gargallo, 2001). EI método ancestral para preparar la masa y
tortilla se conoce como nixtamalizacidén y consiste en una operacion de coccién alcalina, remojo y lavado
del grano cocido, el cual genera aproximadamente 1.2 x 10° m®/mes de agua residual altamente
contaminante, conocido como nejayote (Gutiérrez-Uribe et al., 2010). El nejayote contiene una gran
carga de sélidos y de materia organica suspendida y disuelta, lo que ocasiona el taponamiento de las
alcantarillas y el drenaje; asi como un alto contenido de sales de calcio y pH superior de 11 lo cual
repercute en la corrosion de las tuberias (Lopez-Maldonado, 2018). Se han implementado y patentado
diferentes tecnologias para la recuperacion de algunos de sus componentes, sin embargo, la tasa de
generacion es tan alta que ninguna tecnologia ha logrado hacer frente a la disminucion del impacto

ambiental que provoca.

La reutilizacién de residuos agroindustriales como sustratos para la obtencion de productos de valor
agregado a través de procesos microbianos es otra alternativa que no ha sido explorada con este
residuo. En este sentido, es viable la produccion de enzimas degradadoras de pared celular utilizando
nejayote como medio de cultivo, ya que contiene altas cantidades de arabinoxilanos y xilanos, ademas
de altas concentraciones de &cidos hidroxicindmicos y compuestos feruloilados, por lo que resulta ser
un medio idéneo para inducir la produccion de xilanasas y feruloilesterasas (Nifio-Medina et al., 2009;
Gutiérrez-Uribe et al., 2010).



Las xilanasas y feruloilesterasas forman parte de un gran nimero de enzimas que actlan colectiva y
sinérgicamente para degradar los compuestos de la pared celular de plantas. Estas enzimas son de
caracter inducible, reguladas por represion catabdlica y se han encontrado en diversos organismos. Las
xilanasas se encargan de hidrolizar las cadenas de xilano presentes en la pared celular mientras que
las feruloilesterasas se encargan de liberar el acido ferdlico y diferdlico que estan involucrados en el
entrecruzamiento de las cadenas laterales del xilano y en la unién a la lignina, por lo que enzimas como
las xilanasas y feruloilesterasas son claves en el aumento de la biodegradabilidad de la pared celular de
plantas.

Para lograr la produccion de estas enzimas se requiere que el microorganismo productor sea capaz de
tolerar la presencia de acidos hidroxicinamicos, que son téxicos en concentraciones elevadas y que
estan presentes en el nejayote. En este trabajo se probaron cepas autoctonas del género Aspergillus
aisladas del medio ambiente; estas cepas presentan considerables ventajas para la obtencion de
diversos productos microbianos, debido a que desarrollan capacidades naturales para adaptarse a un
medio ambiente cambiante y asimilar diversos nutrientes que pueden ser escasos, ademas de que
resisten la competencia por estos Ultimos con otros organismos en su habitat natural. Todo lo anterior
hace que estas cepas tengan un enorme potencial por aprovechar en un proceso microbiano, gracias a

su versatilidad bioquimica y metabdlica.
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ANTECEDENTES

= La pared celular de plantas
Los compuestos organicos mas abundantes en la naturaleza son los polisacaridos de la pared celular

de las plantas; éstos se dividen en tres grupos: celulosa, hemicelulosa y pectina (Figura 1).

La mayor proporcion corresponde a la celulosa, que consiste en un polimero lineal de residuos de D-
glucosa unidos en posicion B-1,4 y se localizan en estructuras ordenadas llamadas fibras cuya principal
funcién es asegurar la rigidez de la pared celular.

La hemicelulosa es el polisacarido mas heterogéneo y es el segundo méas abundante en la pared celular
de plantas. El polimero de hemicelulosa mas abundante en cereales y en la madera es el xilano, el cual
consiste en una cadena central formada por residuos de D-xilosa unidos en posicion B-1,4, sustituidos
lateralmente por diferentes grupos como acetil, feruloil, o p-coumaroil, ademas de residuos de L-
arabinosa, D-galactosa o acido glucorénico (Wilkie y Woo, 1977).

Las pectinas son otro grupo de heteropolisacéaridos, que consiste en una cadena central de residuos de
acido galacturénico unidos por un enlace a-1,4 en la zona lisa, mientras que en la zona rugosa esta
cadena esté interrumpida por residuos de ramnosa unidos en posicion a-1,2. Las cadenas laterales son
largas en esta zona y estan formadas principalmente por residuos de L-arabinosa y D-galactosa;
dependiendo del origen de la pectina, se puede encontrar &cido ferulico unido a los residuos terminales
de las cadenas laterales.

Los polisacaridos de hemicelulosa y pectina, asi

como un polimero compuesto de residuos o

aromaticos llamado lignina, interactdan con las

. , . Pectina
fibras de celulosa creando una estructura rigida e

Hemicelulosa

gue refuerza la pared celular de las plantas. En

ocasiones, estos polimeros forman ~Celulosa
entrecruzamientos  unidos  por  enlaces
covalentes limitando el crecimiento celular y

disminuyendo la biodegradabilidad de la pared
celular (Fry, 1986). Figura 1. Arreglo de los polisacaridos en la pared celular
de células vegetales (http://5e.plantphys.net).
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- Caracteristicas estructurales del xilano
La estructura del xilano en la pared celular difiere fuertemente de su procedencia, aunque su cadena

central siempre esta formada por residuos de D-xilosa unidos por un enlace B-1,4. La representacion
esquemética del xilano se encuentra en la Figura 2, donde se observan las diferentes cadenas que
pueden estar unidas a la cadena central. Se pueden encontrar residuos acetilo unidos en posicion O2 u
03 de los residuos de D-xilosa de la cadena central y el grado de acetilacion difiere entre los xilanos de
diferente origen (Wilkie, 1979).

M Xilosa \V/
© Acido glucorénico

@ Arabinosa
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Figura 2. Representacion esquematica del xilano (Modificada de de Vries y Visser, 2001).

- Caracteristicas de la lignina
La lignina es un biopolimero aromatico complejo; constituye cerca del 15% de la biomasa terrestre y su

fuente natural es la madera. Es importante para el soporte mecanico de las plantas, el transporte del
aguay como sistema de defensa. La lignina consta de una red hidrofébica compleja formada de unidades
fenilpropanoides, los cuales son el resultado de la polimerizacion oxidativa de uno o méas de tres tipos
de alcoholes hidroxicinamicos precursores (Figura 3). La composicion, cantidad y distribucién de la
lignina depende del tipo de planta, especie y tejido, pero en general representa del 10 al 25% de la pared
celular de residuos agroindustriales, y de ello depende el uso industrial que se les pueda dar (Jung y Ni,
1998; Wong et al., 2000; Grabber, 2005; Quintero et al., 2006).
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Figura 3. Representacion estructural de la lignina (Mohan et al., 2006).
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- Residuos aromaticos en la pared celular de plantas
Diferentes acidos aromaticos se encuentran naturalmente en la pared celular de plantas y éstos se

dividen en dos clases: los cinamatos y los cinamatos conjugados. El &cido ferulico es el cinamato con
mayor prevalencia en la fibra de la remolacha azucarera y en las cascaras de cereal. Otros cinamatos
son el acido p-cumarico, acido cafeico y acido sinpico. El grupo de los cinamatos conjugados consiste
de los &cidos feruloilquinicos y p-coumaroilquinicos, conjugados de tartarico y malico (Clifford, 2000). Se
cree que los compuestos arométicos juegan un papel importante en la estructura y funcion de la pared
celular de plantas. El &cido ferulico puede estar unido tanto a la fraccion hemicelulolitica (Smith y Hartley,
1983) como a la fraccion péctica (Rombouts y Thibault, 1986b) de la pared celular de plantas y es capaz
de formar entrecruzamientos entre estos polisacaridos o bien con la lignina (Ishi, 1991; Lam et al., 1994),
como se representa en la Figura 4. El entrecruzamiento de los polisacéaridos resulta en un incremento
en la rigidez de la pared celular, previniendo la degradacion por las enzimas de microorganismos, por
ejemplo, la degradacién enzimatica de arabinoxilano se limita a los entrecruzamientos formados por
fertlico (Eraso y Hartley, 1990; Grabber et al., 1998). Por otra parte, la liberaciobn de compuestos
feruloilados resulta toxico para los microorganismos (Aziz et al., 1998) ayudando en la defensa contra

fitopatdgenos.
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Figura 4. Representacion del acido ferdlico en la estructura de polisacaridos. A: Grupo feruloil unido a un residuo de
arabinofuranosa. B: Acido difertlico involucrado en el entrecruzamiento de polisacéridos. C: &cido ferdlico involucrado en la
union con lignina (Wong, 2005).
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= El género Aspergillus
Aspergillus es un género de hongos descrito por Antonio Micheli en su publicacién Nova plantarum en

el afio 1727 (Ainsworth, 1976). Este género esta formado por una coleccion de hongos filamentosos que
incluyen mas de 250 especies (Geiser et al., 2008), todas ellas agrupadas por la estructura de sus
esporas asexuales. Los hongos del género Aspergillus pertenecen a los primeros organismos flngicos
en ser cultivados en medios artificiales y ser caracterizados bioguimicamente, ya que son de los mas
comunes en el ambiente (Bennett, 2010). Debido a esto, el nimero de cepas dentro de las especies es
bastante extenso, cambios en la actividad de agua del medio tienen efecto sobre la evolucién de la
germinacion y la esporulacion (Gervais et al., 1988; Gervais et al., 2003) asi como pequefios cambios
en el intercambio de aire o el volumen de medio pueden afectar la morfologia del hongo (Okuda et al.,
2000) lo cual dificulta su identificacion. Para una adecuada identificacion y clasificacion se deben
observar las caracteristicas morfolégicas al incubar cepas en diferentes medios a diferentes
temperaturas (Klich, 2006). Ademas, se utilizan las caracteristicas bioquimicas como la produccion de
metabolitos secundarios (Kozakiewicz, 1989).

Este género ha sido ampliamente estudiado y juega un papel significativo en el campo de la
biotecnologia (Harvey y McNeil, 1994). Diversas especies como A. niger, A. terreus y A. oryzae han sido
utilizadas en la produccion de metabolitos primarios como &acidos organicos, acidos grasos, vitaminas y
aminodacidos (Ruijter et al., 2002); A. terreus se ha empleado en la produccién de metabolitos
secundarios como lovastatina (Alberts, 1998) y en procesos fermentativos destacan A. oryzae y A. sojae
gue se emplean para la obtencion de sake y pasta de soya de arroz respectivamente (Abe y Gomi,
2008). Las enzimas excretadas al medio de cultivo por Aspergillus se emplean en numerosos procesos
industriales, por lo que el valor comercial de estas enzimas es elevado. Algunos ejemplos de éstas son:
amilasas para la industria panificadora y cervecera, invertasas para industria confitera, pectinasas para
aclaracién de jugos y vino, fitasa utilizada como aditivo para alimentacién animal y varias proteasas
empleadas en fermentaciones de soya, como ablandadoras de carne y produccién de cerveza (Bennett,
2010). En términos generales estas enzimas son de caracter inducible, por lo que existe un nivel basal
de enzima que degradara su sustrato, generando compuestos de bajo peso molecular que pueden entrar
a la célula y efectuar la induccion. En este sentido, la composicién de los polisacaridos en el medio de

cultivo tiene un efecto directo en la produccion de enzimas degradadoras de pared celular.

* Enzimas degradadoras de la pared celular de plantas
Una degradacion eficiente de los heteropolisacéridos presentes en la pared celular de plantas requiere

de acciones cooperativas 0 sinérgicas entre las enzimas que hidrolizan los enlaces entre los residuos

de las cadenas centrales o las cadenas sustituyentes presentes en el xilano. Los hongos del género
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Aspergillus producen gran variedad de enzimas involucradas en la degradacion de pared celular

importantes para la industria farmaceutica y alimenticia (de Vries y Visser, 2001)

- Degradacion de la cadena central del xilano
La hidrélisis enzimatica del xilano depende de un grupo de enzimas denominadas xilanasas, incluyen a

las endoxilanasas que son capaces de romper el enlace B-1,4 de la cadena central en pequefios
oligosacéridos y las B-xilosidasas que los degradan hasta xilosa (Figura 5). Tanto enzimas, como los
genes que las codifican, se han caracterizado en diversos organismos. De Vries y Visser (2001)
mecionan 29 endoxilanasas que han sido identificadas en hongos del género Aspergillus. Aunque se
detectan variaciones en la masa molecular y pH 6ptimo, la principal diferencia entre estas enzimas es
su punto isoeléctrico (pl), que se encuentra en un amplio intervalo desde 3.5 (Ito et al.; 1992) hasta 9
(Fujimoto et al., 1995). Las endoxilanasas de Aspergillus también muestran diferente actividad de
degradacién de xilano dependiendo de la procedencia del polisacarido.

Las B-xilosidasas también han sido identificadas en hongos del género Aspergillus. Este tipo de enzimas
muestra alta especificidad por pequefios oligosacaridos de xilosa no sustituidos y como resultado de la
actividad de hidrdlisis de estas enzimas se liberan residuos de xilosa (van Peij et al., 1997).

- Degradacion de las cadenas sustituyentes
Las enzimas encargadas de degradar las cadenas sustituyentes de los heteropolisacaridos reciben el

nombre de enzimas accesorias. Algunas de estas enzimas actlan sobre los enlaces de la cadena
principal y un residuo, mientras que otras rompen enlaces internos o terminales entre los residuos de las
cadenas laterales (de Vries y Visser, 2001). A continuacion, se describen diferentes enzimas accesorias

involucradas en la degradacion del xilano que se han encontrado en Aspergillus niger.

e Las a-D-xilosidasas liberan residuos de xilosa a partir del xiloglucano, son altamente especificas
en cuanto a que soélo actuan sobre enlaces de residuos de xilosa, pero los niveles de actividad
difieren con respecto al tipo de enlace glucosidico que pueden hidrolizar (de Vries, 1999).

e Las a-L-arabinofuranosidasas y las arabinoxilano-arabinofuranohidrolasas liberan residuos de
arabinosa de las cadenas del arabinoxilano (de Vries, 1999).

e Las a-glucuronidasas extraen los residuos de &cido glucurénico y sus 4-O-metil éteres del
esqueleto del xilano. La enzima actua principalemnte en oligomeros de xilosa pequefios y por lo
tanto depende de la accion de endoxilanasas (de Vries, 1999).

e Las acetilesterasas y metilesterasas liberan los grupos acetilo y metilo, respectivamente, de las
cadenas centrales de los polimeros, xilano y pectina, de la pared celular de plantas (de Vries,
1999).
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e Las feruloilesterasas y p-coumaroilesterasas hidrolizan los residuos feruloilo y p-coumaroilo
unidos a los extremos O5 de la arabinosa en xilanos, en las pectinas estos residuos se localizan

en posicion O3 de la arabinosa y en posicion 06 de la galactosa (Williamson et al., 1998).

u-glucoronidasas Acetilesterasas

Endoxilanasas \ 0=</
,pMW NI
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Feruloilesterasas

Feruloilesterasas
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xilosa
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Figura 5. Enzimas degradadoras del xilano (Modificado de Sun et al., 2012).

- Feruloilesterasas de Aspergillus
Las feruloilesterasas (FaE) pueden ser encontradas en un gran nimero de microorganismos (Christov y

Prior, 1993; de Vries et al., 1997; Donaghy y McKay, 1997; Faulds y Williamson, 1994; Kroon et al.,
1996) cuando crecen en fuentes complejas de carbono como xilano, pectina, salvado de trigo, o
remolacha de azUcar. Muchas de estas enzimas son activas con oligosacéridos feruliolados obtenidos
del xilano o de la pectina, pero muestran poca o nula actividad en los complejos poliméricos. Las
caracteristicas fisicas de éstas enzimas difieren significativamente, con variacion en el peso molecular
entre 11 (Borneman et al., 1991) y 112 kDa (McCrae et al., 1994); el pl varia en un intervalo de 3.3 (de
Vries et al., 1997) y 7.9 (Faulds y Williamson, 1991). Este grupo de enzimas se ha clasificado en cuatro
grupos, tipo A, B, C y D; de acuerdo a la actividad que muestran ante sustratos sintéticos y a su similitud

en la secuencia de aminoacidos con otras enzimas. Las feruloilesterasas tipo A tienen actividad con
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metilferulato (MFA), metil p-coumarato (MpCA) y metilsinapato (MSA). Estas FaE tienen secuencias de
aminodcidos en el sitio activo similares a lipasas (de Vries et al., 1997) y son capaces de hidrolizar
dimeros de 4cido ferdlico. Las FaE tipo B son especificas ante MFA, MpCA, metilcafeato (MCA) pero no
con MSA; estas enzimas no hidrolizan dimeros de &cido ferulico y su secuencia de aminoacidos es
similar a la familia acetilxilanoesterasas. Las FaE de tipo C y D tienen actividad en los cuatro sustratos
hidroxicinamicos; pero las enzimas tipo C no liberan dimeros de acido ferulico mientras que las de tipo
D si lo hacen. Las FaE tipo C tienen secuencias similares a la clorogenatoesterasas mientras que las
enzimas tipo D tienen secuencia similar a las xilanoesterasas. Se han descrito varias estructuras
tridimensionales para éstas enzimas (Wong, 2005). Estudios méas detallados se han llevado a cabo en
Aspergillus niger, organismo en el que se han identificado dos feruloilesterasas, FaEA y FaEB, que estan
clasificadas en tipo Ay C respectivamente. La capacidad de hidrolizar sustratos naturales y liberar &cido
ferdlico ha sido enfocada a FaEA, esta actividad ha sido estudiada en pulpa de remolacha de azucar,
salvado de trigo, olote de maiz y cascara de avena (de Vries et al., 1997; de Vries et al., 2002; Faulds y
Williamson, 1995; Yu et al., 2004).

* Regulacion genética de las enzimas degradadoras de pared celular en
Aspergillus

- Represion catabdlica por fuente de carbono
La proteina CreA es la principal responsable del sistema de represién catabdlica en Aspergillus (Dowzer

y Kelly, 1991; Ruijter y Visser, 1997). Se ha reportado que la expresion de lo genes que codifican para
las enzimas degradadoras de pared celular en Aspergillus esta regulada por CreA, es el caso de las
arabinasas (Ruijter et al., 1997), varias endoxilanasas (Fernandez-Espinar et al., 1994; Pérez-Gonzélez
et al., 1998; Pinaga et al., 1994; Ruijter et al., 1997) asi como B-xilosidasas (Kumar y Ramon, 1996);
arabinoxilano-arabinofuranohidrolasas (Gielkens et al., 1997) y feruloilesterasas (de Vries y Visser,
1999).

CreA es una proteina con estructura de dedos de zinc que se une a sitios especificos de un amplio
namero de genes (Kulmburg et al., 1993). En presencia de sustratos faciimente metabolizables, como
glucosa o fructosa, CreA inhibe o disminuye la expresién de genes blanco. El gen creA se expresa
fuertemente cuando se agregan fuentes de carbono monoméricas facilmente asimilables al medio de
cultivo y, por otra parte, la proteina CreA rapidamente inhibe la expresion de su propio gen (Strauss et
al., 1999).

- Expresion de genes dependiente de pH
Al igual que CreA en represion catabdlica, PacC es la principal proteina involucrada en regulacion

genética regulada por pH en Aspergillus. A pH alcalino PacC activa genes que son reprimidos a pH
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acido, por lo que PacC tiene funciones duales (Tilburn et al., 1995). En condiciones alcalinas PacC se
activa mediante protedlisis en la region C-terminal, lo cual le permite unirse a sitios clave en el promotor
de los genes blanco. Especificamente la regulacidon genética por pH de las enzimas que degradan la
pared celular de plantas, no ha sido estudiada a detalle, sin embargo, se han obtenido indicios de una
expresion dependiente de pH en los sistemas xilanolitico y pectinolitico (Kojima et al., 1999; Gielkens et
al., 1999; MacCabe et al., 1998; Pérez-Gonzalez et al., 1998; Stewart y Parry, 1981).

- Regulacion genética de las xilanasas.
Se ha reportado que las enzimas que degradan el xilano en Aspergillus se producen cuando el hongo

se desarrolla en medio con xilosa, xilano, y otros sustratos complejos que los contengan. Estas enzimas
no pueden encontrarse cuando el hongo se desarrolla en medio con diferentes fuentes de carbono
monoméricas como glucosa o galactosa, o en fuentes poliméricas como celulosa o pectina. Esto sugiere
gue los genes que codifican para estas enzimas estan controlados por un sistema de regulacion general.
Varios genes que codifican para enzimas del sistema xilanolitico se han estudiado con respecto a
induccién o represion, en todos estos estudios se sefiala la expresion de estos genes en presencia de
xilosa, xilobiosa o xilano (de Graaf et al., 1994; Fernandez-Espinar et al., 1994; Kumar y Ramoén, 1996;
van Peijj et al., 1997; Gielkens et al., 1997; Pérez-Gonzélez et al., 1998). A su vez, la expresion de estos
genes se reprime en presencia de glucosa. En Aspergillus niger se ha aislado un gen que codifica para
un activador transcripcional denominado XInR (van Peij et al., 1998a, van Peij et al., 1998b); La
caracterizacion de esta proteina demostr6 que es responsable de la expresién de los genes que
codifican para enzimas degradadoras del xilano, arabinano y celulosa. Los genes que codifican para dos
endoxilanasas (xInB y xInC), una B-xilosidasa (xInD), una arabinoxilano-arabinofuranohidrolasa (axhA),
una acetilxilanoesterasa (axeA), una a-glucoronidasa (aguA), una feruloilesterasa (faeA) y dos
endoglucanasas (eglA y egIB) estan regulados por XInR. Por otra parte, genes que codifican para a-
arabinofuranosidasa (abfB) B-glucosidasa (bglA) no son regulados por esta proteina. La expresion de
genes (hemi) celuloliticos mediados por XInR resulta en la liberacion de arabinosa, celobiosa, acido
ferdlico, galactosa, mondmeros que pueden estar involucrados en la expresién especifica de otros

genes.

- Expresion especifica de faeA
El gen codificante de feruloilesterasas tipo A de Aspergillus niger, faeA, ha sido clonado y se ha

estudiado su induccién (de Vries et al.,, 1997). Se han detectado altos niveles de actividad de
feruloilesterasas en los filtrados enzimaticos de cultivos que contenian arabinoxilanos de salvado de
trigo; por otra parte, se detectaron bajos niveles de actividad de FaEA cuando Aspergillus niger se cultivo

con pectina (de Vries y Visser, 1999). La adicion de acido feralico al medio de cultivo preparado con
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olote de maiz incrementa los niveles de expresion de FaEA, resultando una mayor actividad de

feruloilesterasas en los filtrados enzimaticos (Faulds et al., 1997).

El gen faeA se expresa en presencia de compuestos aromaticos con los siguientes sustituyentes: grupo
metoxilo en C-3, grupo hidroxilo en C-4, y la posicién C-5 sin sustituyente. El sustituyente en posicion C-
1 es menos importante para la induccion de este gen especifico. Este gen es controlado, por lo menos,
por tres sistemas regulatorios; faeA es coexpresado con otros genes involucrados en la degradacion de
xilano y esta regulado por el activador transcripcional XInR (Figura 6). Adicionalmente, este gen se regula
por represion catabdlica mediada por CreA (de Vries y Visser, 1999), y se induce por la presencia de

acido ferulico en el medio de cultivo (Faulds y Williamson 1999).

*Activador transcripcional xilanolitico
*Represion catabdlica por carbono
D-Xilosa

l

—E>—GCD @D

D-Glucosa

xInR

h 4

» Gen blanco

Feruloilesterasas <—— faeA <Y Acido ferulico

*Compuestos fendlicos especificos inducen
la expresion de los genes que codifican
para FaE

Figura 6. Esquema de la regulacién genética de faeA (Modificado de de Vries y Visser, 2001).

= Aplicaciones de xilanasas y feruloilesterasas de Aspergillus

- Aplicaciones de las xilanasas
La heterogeneidad y complejidad del xilano han dado lugar a una amplia gama de xilanasas, las cuales

difieren en sus propiedades fisicoquimicas, estructura, mecanismo de accion y especificidad de sustrato
(Collins et al., 2005). Debido a que los enlaces entre xilosas no son igualmente accesibles, es necesaria
la produccién de un sistema enzimatico con funciones especializadas para mejorar la degradacion del
xilano (Wong et al., 1988). Las potenciales aplicaciones de las xilanasas incluyen la bioconversion de
materiales lignocelulésicos, asi como desechos agroindustriales a productos fermentativos, la
clarificacion de jugos, la mejora de la consictencia de la cerveza y de la digestibilidad de alimento para

animales (Wong et al., 1998). Una de las aplicaciones biotecnoldgicas mas importantes de estas
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enzimas es el blanqueamiento de la pulpa de celulosa (Viikari et al.,, 1994). Las xilanasas también
pueden emplearse en los procesos para la obtencion del rayén, celofan y varios productos quimicos
como ésteres de celulosa (acetatos, nitratos, propionatos y butiratos) y éteres de celulosa
(carboximetilcelulosa, metilcelulosa y etilcelulosa) todas obtenidas por la disolucion de la pulpa y fibras
purificadas de otros carbohidratos (Subramaniyan y Prema, 2002). Se ha demostrado que el uso de
enzimas xilanoliticas incrementa el brillo de la pulpa y se reduce la cantidad de quimicos utilizados para
el blanqueo (Madlala et al., 2001). Chipeta et al., 2005 evaluaron prepraciones de xilanasa cruda de
Aspergillus oryzae NRRL 3485 y Aspergillus phoenicis ATCC 13157 y encontraron que utilizando 10 U/g
de pulpa se puede reducr un 30% la cantidad de diéxido de cloro utilizado para blanquear la pulpa sin
comprometer su brillo. Las xilanasas también pueden mejorar la extraccion de café, aceites vegetales y
almidon (Wong y Saddler, 1993). La xilosa resultante de la despolimerizacion del xilano se puede
convertir en xilitol, un edulcorante valioso que tiene aplicaciones tanto en industrias faracelticas como

alimenticias (Sirisansaneeyakul, 1995; Paraj6 et al., 1998; Soleimani et al., 2006).

- Aplicaciones de las feruloilesterasas
Se ha observado un incremento en el interés por la produccién de feruloilesterasas debido a sus amplias

aplicaciones biotecnolégicas, en la industria alimenticia y farmacéutica, en el 2007 se reporté que la
cantidad de investigaciones impulsadas por el interés en feruloilesterasas aumenté draméaticamente
desde 1990 (Fazary y Ju, 2007). Este aumento se debe al gran nimero de aplicaciones potenciales en
muchos procesos biotecnolégicos, en la industria de combustibles (Tabka et al., 2006); alimentos, salud
y cosméticos (Kroon y Williamson, 1999); textiles y ropa; pasta de papel (Bajpai 1999; Mayer y Staples,
2002); alimentacion y agricultura. También en sus posibles aplicaciones en la obtencién de acido ferulico
a partir de residuos agroindustriales como los producidos por la molienda de cereales, la pulpa del café
y de la remolacha azucarera (Bonnin, et al., 2002; Benoit et al., 2006). El acido ferdulico tiene un potente
efecto antioxidante (Chen y Ho, 1997; Kikuzaky et al., 2002) y antiinflamatorio (Murakami et al., 2002)
gue es ampliamente utilizado en la industria cosmética (Shaku et al., 1987; Egawa et al., 1990) y
famacedltica, ademas es un precursor de la vainillina y su acceso a través de métodos bhiotecnolégicos
es crucial en la busqueda de la vainillina natural (Priefert et al., 2001). Tambien se ha utilizado como
conservador de alimentos utilizando su capacidad antimicrobiana (Garcia et al., 1998a; Garcia et al.,
1998b). Aparte de ser explotadas como hidrolasas, se ha demostrado que las feruloilesterasas son un
buen catalizador en la sintesis de ésteres fendlicos de azucar (Mathew y Abraham, 2004; Topakas et
al., 2004; Topakas y Christakopoulos, 2004) y también podrian ser utilizadas para activar polimeros de

azlucar mediante la adicion de derivados fendlicos en los biopolimeros naturales.
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= Uso del nejayote para la produccion de xilanasas y feruloilesterasas
El proceso de elaboracién de masa para la produccién de tortillas a partir de maiz no ha sido modificado

desde su implementacién artesanal hace aproximadamente unos tres mil afios. Este proceso, llamado
nixtamalizacién, consiste en colocar los granos de maiz en una solucion alcalina de hidréxido de calcio
a una temperatura cercana al punto de ebullicién. Tras la coccion, el maiz se deja inmerso en el caldo
por un tiempo. La duracion del tiempo de coccion y remojo del maiz varia segun el tipo de maiz, las
tradiciones locales y el tipo de alimentos a preparar. Al término de la coccién se obtiene un caldo alcalino,
conocido como nejayote, que contiene altas cantidades de solidos solubles e insolubles; Pflugfelder et
al., (1988) reportan que aproximadamente el 50% de los sélidos contenidos en el nejayote son insolubles
y estan compuestos por polisacaridos no amilaceos como el arabinoxilano en un 64%, por almidén en
un 20% y proteina en un 1.4%. El otro 50% comprende sélidos solubles como proteinas, azlcares,
vitaminas y fitoquimicos ricos en fendlicos y carotenoides. Generalmente este caldo de coccién es
desechado al drenaje por los pequefios molinos productores de nixtamal, mientras que las grandes
empresas solo tratan este efluente por métodos aerobios y anaerdbicos con el objetivo de disminuir la
demanda biolégica de oxigeno (DBO) y la demanda quimica de oxigeno (DQO) para su posterior
desecho (Gutiérrez-Uribe et al., 2010).

Basado en que los caldos de la nixtamalizacién se reutilizan tres veces como maximo, un estudio revel6
gue en México se generan mensualmente alrededor de 1.2 millones de m?® (Salmerén-Alcocer et al.,
2003). Este efluente es una de las aguas residuales mas dificiles de tratar porque tienen un pH>10, y
por lo menos el 80% del hidréxido de calcio utilizado al principio de la coccién, con DBO de 2.69 mg O»/L
(Velasco-Martinez et al., 1997) y DQO de 10,200-20,000 mg/L (Jackson et al., 1988) se clasifica como
un contaminante severo. La mayoria de los componentes organicos del nejayote provienen de los
polisacaridos del pericarpio y la aleurona de grano de maiz que es donde se encuentran considerables
cantidades de &cido ferulico conjugado a la pared celular (Pflugfelder et al, 1988). Debido al proceso de
hidrélisis alcalina a la que son sometidos durante la nixtamalizacion, el acido ferulico se libera
ligeramente y los arabinoxilanos feruloilados son degradados parcialmente, ampliando la posibilidad de
acceder al acido feralico que contienen. En la fraccion soluble del nejayote, se pueden encontrar hasta
1.6 mg/g de acido ferdlico libre, 1.9 mg/g en oligdmeros feruloilados de arabinoxilano y hasta 35.4 mg/g
de &cido ferdlico en la fraccién insoluble del nejayote (Gutiérrez-Uribe et al., 2010), haciendo de este

desecho, una opcién ideal para producir xilanasas y feruloilesterasas por hongos del género Aspergillus.
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Capitulo 4

DEFINICION DEL PROBLEMA

En México la nixtamalizacion es un proceso artesanal e industrial requerido para la elaboraciéon de
multiples alimentos a base de maiz, por lo que en nuestro pais se generan diariamente cantidades
importantes del caldo de coccion residual de nixtamalizacion llamado nejayote.

Debido a la composicion y propiedades de este desecho, puede ser utilizado como medio de cultivo para
Aspergillus en la produccién de enzimas degradadoras de pared celular, especificamente xilanasas y
feruloilesterasas, que son de caracter inducible y requieren la presencia de ciertos compuestos para su
obtencién.

El grupo de Fisiologia de Hongos Filamentosos de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Auténoma de México cuenta con un cepario de diferentes especies de Aspergillus que han sido aisladas
de diferentes fuentes naturales. En este trabajo se evaluaron algunas cepas autdctonas del género
Aspergillus tomadas del cepario del grupo de trabajo. La ventaja del uso de estas cepas esta en la
versatilidad metabdlica que pueden presentar debido a las condiciones de desarrollo de las que fueron
aisladas, por lo anterior, la seleccién de cepas productoras de xilanasas que muestren tolerancia al acido
ferdlico y que sean capaces de degradar etilferulato y asimilar acido fertdlico como Unica fuente de
carbono, asi como el acondicionamiento del nejayote para ser utilizado como medio de cultivo seran
determinantes para producir xilanasas y feruloilesterasas. Estas enzimas podran ser utilizadas para la

degradacién de pared celular y la obtencién de acido ferulico de ciertos desechos agroindustriales.

19



Capitulo 5

HIPOTESIS

Si la produccion de xilanasas y feruloilesterasas depende de la presencia de xilano y 4cido ferulico en

el medio; y el nejayote contiene arabinoxilanos y acidos hidroxicinAmicos en solucién, entonces al utilizar

este residuo industrial como medio de cultivo se inducird la sintesis de estas hidrolasas en cepas

autdctonas de Aspergillus.

OBJETIVOS

Objetivo general

Producir xilanasas y feruloilesterasas utilizando nejayote en el medio de cultivo para hongos del género

Aspergillus.

Objetivos Particulares

o Seleccionar la cepa de Aspergillus productora de xilanasas y feruloilesterasas utilizando salvado de

trigo como fuente de carbono.

o Disefiar un medio de cultivo utilizando nejayote.

o Comparar la produccion de xilanasas y feruloilesterasas de la cepa seleccionada con cepas de

coleccion.

o ldentificar las enzimas obtenidas mediante espectrometria de masas.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

v

Seleccion de la cepa de Aspergillus
Recuperar las cepas del género Aspergillus del cepario del Grupo de Fisiologia de Hongos

Filamentosos de la Facultad de Quimica.

Evaluar el posible efecto toxico del &cido ferulico o etilferulato en el desarrollo de las cepas en
medio solido.

Explorar qué cepas son aptas para crecer en &cido ferulico o etilferulato como Unica fuente de
carbono en medio soélido.

Determinar el efecto de induccién en la produccion de feruloilesterasas por la presencia de acido

ferdlico en medio de cultivo.
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v

Diseino del medio de cultivo utilizando nejayote.
Explorar la presencia de &cido ferulico en el nejayote.

Determinar el crecimiento de las cepas de Aspergillus en medio sélido con nejayote.

Comparar la produccién de xilanasas y feruloilesterasas en medio liquido con nejayote y/o
salvado de trigo.

Examinar el efecto del pH inicial del medio de cultivo en la produccion de enzimas de interés.

Indagar el efecto de la fuente de nitrégeno en la produccién de enzimas de interés.

Comparacion de la produccion enzimatica con cepas de coleccion.
Contrastar el crecimiento en medio sélido con nejayote de dos cepas de coleccién con la cepa

seleccionada.
Comparar la produccion de xilanasas y feruloilesterasas en medio liquido de dos cepas de
coleccidn con la cepa seleccionada.

Identificacion de las enzimas producidas
Obtener un concentrado de xilanasas y feruloilesterasas.

Purificar parcialmente el concentrado enzimatico mediante cromatografia de intercambio i6nico.

Identificar las enzimas de interés por medio de espectrometria de masas.
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Capitulo 6

MATERIALES Y METODOS

= Microorganismos
Se utilizaron once cepas de Aspergillus: cinco cepas de coleccion y seis cepas autdctonas de México

pertenecientes al Grupo de Fisiologia de Hongos Filamentosos con la denominaciéon FP (Fungal
Physiology) que han sido identificadas por su morfologia macroscdpica y microscépicas en medios

especificos y algunas cepas por técnicas moleculares. Se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas del género Aspergillus utilizadas.

Clave Familia Procedencia

FP120* A. flavus Cepario del grupo FP

FP160 A. niger Cepario del grupo FP

FP250 A. niger Cepario del grupo FP

FP290 A. niger Cepario del grupo FP

FP500* A. flavipes Cepario del grupo FP

FP700 A. terreus Cepario del grupo FP

NRRL502 A. parasiticus Northen Research Regional Laboratories, USA
NRRL334 A. niger Northen Research Regional Laboratories, USA
NRRL3112 A. awamori Northen Research Regional Laboratories, USA
N402 A. niger CBS, The Netherlands

CBS172.66 A. aculeatus CBS, The Netherlands

*|dentificadas por técnicas moleculares.

Las cepas resguardadas por liofilizacion en cristales de silica, fueron recuperadas depositando tres
cristales de silica en placas de medio minimo (NaNO3; 0.6%, KH.PO4 0.15%, KCI 0.05%, MgSO, 0.05%),
glucosa al 1% y extracto de levadura al 0.3%; se incubaron a 37°C durante 96 h. Posteiormente se
inocularon por estriado en agar papa dextrosa (PDA), para seleccionar colonias. Para mantener las
cepas viables, se inocularon placas y se incubaron a 37°C durante 72 h después se conservaron en

refrigeracion a 4°C, este proceso se repitié cada 6-8 semanas.
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- Cultivo de los microorganismos
Las cepas de Aspergillus se propagaron en PDA por el método de siembra masiva, para lo cual se tomd

una pequefia cantidad de cultivo con asa micolégica estéril y se inocul6 en el centro de la placa
presionando ligeramente el asa sobre el agar. Posteriormente con un asa de Drigalsky se extendié en

todo el medio. Las cajas se incubaron a 37°C durante 72 h.

- Siembra por picadura central
Las cepas de Aspergillus se propagaron en PDA por el método de siembra masiva, posteriormente se

sembré por picadura en el centro de una placa de PDA. Las placas se incubaron a 37°C y se tomd

registro fotografico a los 4 y 7 dias de incubacion.

- Preparacion del inéculo: suspension de esporas
Para la obtencion de la suspensién de esporas se utilizaron placas de PDA inoculadas con las diferentes

cepas e incubadas por lo menos 72 h a 37°C; las esporas fueron liberadas mecanicamente mediante un
raspado superficial con asa de Drigalsky estéril. Posteriormente fueron recuperadas con 10 mL de
solucion salina isotdnica (NaCl 0.9%, Tween 80 0.005%) estéril. Dicha suspension se centrifugd durante
5 min a 3350 g, el sobrenadante se desechd con el fin de eliminar el micelio presente. Las esporas se
resuspendieron nuevamente en 10 mL de solucién salina isotonica mediante agitacion. Este lavado se
realiz6 en condiciones asépticas cuantas veces fue necesario hasta obtener un sobrenadante
transparente. Finalizando este proceso, las esporas se resuspendieron en 5 mL de solucion salina
isotOnica estéril y se agité por 2 min en vortex a maxima velocidad. La determinacién de concentracién
de esporas se realiz6 mediante el método de conteo directo con camara de Newbauer, para ello se
realiz6 una dilucion 1:50 de la suspension original. A partir de la dilucion se colocaron 10 pL en la cAmara,
se ajusto el microscopio a 40x y se procedio al conteo. Se contaron las esporas contenidas en 16 cuadros
gue conforman uno de los cuatro cuadrantes. La concentracién de esporas de la solucién de calcul6 de

la siguiente manera:

esporas
Ir)n—L = (#esporas contadas)(4 cuadrantes) (2500 factor de camara) (50 dilucion)

» Determinacion del crecimiento de diferentes cepas de Aspergillus en
medio soélido

- En presencia de acido ferilico y etilferulato
Se utilizaron placas con 30 mL de medio minimo con glucosa al 1% y acido ferulico al 0.1% y placas con
30 ml de medio minimo con glucosa al 1% vy etilferulato al 0.05%. Se inocularon con 2 uL de suspension

de esporas de cada cepa utilizada y diluida a 5000 esporas/uL y se incubaron a 37°C. Se realiz0 registro
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fotografico a diferentes tiempos de incubacién. Como control se utilizaron placas con 30 mL de medio

minimo y glucosa al 1%.

- Uso de acido ferilico y etilferulato como Gnica fuente de carbono.
Se utilizaron placas con 30 mL de medio minimo con &cido ferulico al 0.1% y placas con 30 mL de medio

minimo con etilferulato al 0.05%. Se inocularon con 2 uL de suspensién de esporas de cada cepa
utilizada diluida a 5000 esporas/uL y se incubaron a 37°C. Se realiz6 registro fotografico a diferentes

tiempos de incubacion. Como control se utilizaron placas con 30 mL de medio minimo y glucosa al 1%.

» Determinacion de crecimiento de diferentes cepas de Aspergillus en
nejayote.
Se utilizaron placas con 30 mL de medio, preparadas con nejayote al 25, 50, 75 y 100%; cuyo pH fue de

4,5, 6, 7y 8, ajustado con H.SO, al 5%. Posteriormente las placas se inoculaon como se describi6

previamente. Se realiz6 registro fotografico a diferentes tiempos de incubacion.

» Determinacion de sdlidos sedimentables del nejayote
Para determinar los sélidos sedimentables del nejayote se ajustod el pH con H.SO. al 5% a los valores

de 12.7, 8,7, 6, 5y 4. Se tomaron 50 g de nejayote homogenizado y se centrifugaron a 3350g durante
15 min. El botén obtenido se coloc6 en papel aluminio y se almacené a 60°C hasta obtener un peso
constante. Las pruebas se hicieron por triplicado.

* Produccion de las enzimas en medio liquido
Las fermentaciones en medio liquido se realizaron en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de

medio de cultivo elaborado con 100 mL de medio minimo y fuente de carbono al 1%; el medio se inoculd
con el volumen necesario de suspension de esporas para tener una concentracion final de 1 x 10°
esporas/mL de Aspergillus. Los matraces se incubaron a 36°C a 300 rpm. Se tom¢ alicuota del medio
de cultivo a 0, 24, 48,y 72 h y se utilizaron filtros de nylon con poro de 0.22 um para obtener filtrados

enzimaticos libres de células. Las pruebas se realizaron al menos por duplicado.

= Determinacion de azicares reductores
Los azUcares reductores se determinaron usando el método de Miller, 1959. En tubos de ensayo de

16x150 mm se adicionaron 0.1 mL del filtrado libre de células, se diluyeron con 0.9 mL de agua destilada
y se agregd 1 mL de solucion DNS (NaOH 1.4%, acido 3,5-dinitrosalicilico 0.75%, tartrato de sodio y
potasio 10%, fenol 0.54%, metabisulfito de sodio 0.59%). El tubo con la mezcla se coloc6 en bafio Maria
a ebullicion durante 5 min. Posteriormente el tubo se enfrié adicionando 5 mL de agua destilada a
temperatura ambiente, se determiné la absorbancia a una longitud de onda de 575 nm. La concentracion

de los azucares se calcul6 utilizando una curva estandar de xilosa.
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» Determinacion de actividades enzimaticas en filtrados enzimaticos

- Actividad de xilanasas
La actividad xilanolitica se determiné por la cuantificacion de grupos reductores liberados por la actividad

enzimatica. En tubos de 16x150 mm se adicionaron 0.5 mL de una solucion de xilano de abedul 1% en
agua destilada y 0.4 mL de solucion amortiguadora de acetatos 100 Mm pH 5, la reaccion enziméatica se
inicié agregando 0.1 mL del filtrado enzimatico libre de células y se incubaron durante 20 min a 50°C.
La reaccion se detuvo adicionando 1 mL de solucién DNS y se determinaron los azlcares reductores
producidos por la degradacion del xilano. En el blanco, el filtrado libre de células se agreg6 después de
adicionar la solucion DNS. La actividad se expreso en unidades definidas como la cantidad de enzima
necesaria para hidrolizar 1 umol de xilosa en las condiciones de ensayo. Las pruebas se realizaron al

menos por duplicado.

- Actividad de feruloilesterasas por medio de la degradacion de
etilferulato en gel
La actividad de feruloilesterasas se determin6 por la mediciéon de halos de degradacion producidos por

la actividad enzimatica en un gel de 1 mm de grosor preparado con una solucién amortiguadora de
acetatos 100 mM pH 5, 1.5% agar bacteriologico y etilferulato 0.1%. Se formaron pozos de 7.4 mm de
diametro en los que se colocaron 15 L de filtrado enzimatico libre de células; se incub6 de 6 a 12 h a
37°C en camara humeda para observar la difusién y degradacion de etilferulato. Finalmente se midieron
los halos de degradacion formados. La actividad se expresé en unidades definidas como la cantidad de
enzima que hidroliza 1 mm de etilferulato en las condiciones de ensayo. Las pruebas se realizaron al

menos por duplicado.

= Determinacion de acido ferilico por cromatografia en capa fina
La determinacion de acido feralico en el medio se realizé por la metodologia de cromatografia en capa

fina (Sharma et al., 1998). Se utiliz6 una placa de silica gel 60F2s, soportada en aluminio, de 7 cm de
ancho y 10 cm de alto. Las muestras se colocaron en la parte inferior a 1 cm del borde de la placay se
pusieron en contacto con 10 mL del eluyente hexano: acetato de etilo: acido férmico (40:60:1) en una
camara cromatogréfica de 7.4 cm de diametro. Después de 30 minutos, la placa se observé bajo luz

ultravioleta y posteriormente se reveld con una solucion de sulfato cérico o DPPH.

= Concentracion de filtrado enzimatico por ultrafiltracion.
El filtrado enziméatico obtenido se concentré 10 veces utilizando una celda de ultrafiltracién Amicon

empleando una membrana de 10 kDa y una presién de 40 psi con gas inerte (N2). Antes de descartar el
residuo se determiné la actividad de xilanasas y feruloilesterasas para asegurar que las enzimas de

interés se hayan retenido en la camara.
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= Concentracion por precipitacion con sulfato de amonio y liofilizacion.
La muestra a concentrar fue saturada con sulfato de amonio hasta una concentraciéon del 80% para

precipitar las proteinas. Se agit6 la muestra durante 20 min y se dej6é sedimentar durante 24 h a 4°C. La
suspension se centrifugé a 3350 g durante 20 min y se deseché el sobrenadante, el botén obtenido se
resuspendié en la décima parte de su volumen original. Este concentrado se dializé contra agua de la
tuberia municipal durante 30 min. Posteriormente se dializ6 2 veces contra agua destilada durante 30
min. Se tomo el total del volumen previamente dializado y se congeld a -70 °C, se liofilizé a 5x10° mbar
y -50 °C por 48 h. El sélido obtenido se resuspendié en una décima parte del volumen inicial con una

solucién amortiguadora TRIS 1.2% pH 7.5.

* Purificacion de las enzimas producidas
La purificacion de enzimas se realizd utilizando cromatografia de intercambio i6nico con columna

UNOsphereTM Q pH6.0 en quipo Biologic LP Chromatography System. Se equilibré la columna con
solucion amortiguadora de fosfatos 100 mM pH 6 a un flujo de 1 mL/min, se aliment6 1 mL de la muestra
concentrada 100X y se tomo registro durante 30 min. Posteriormente se alimenté NaCl 1M en gradiente
de 0 a 50% durante 45 min para eluir la proteina y finalmente se aliment6 con NaCl 1M a 100% durante
45 min para eluir las proteinas remanentes. Se recolectaron un total de 45 fracciones de 3 mL cada una,
ademas se determiné la cantidad de proteina, la actividad de xilanasas y feruloilesterasas presente en
cada una para la obtencién de un cromatograma. A todas las soluciones utilizadas en este procedimiento

se les extrajo el aire.

* Pretratamiento de las fracciones enzimaticas provenientes de la

cromatografia para electroforesis SDS-PAGE.
Las fracciones seleccionadas fueron dializadas contra agua destilada durante 1 h. Posteriormente se

dializaron contra solucion amortiguadora TRIS 1.2% pH 7.5, dos ciclos de 1 h cada uno. Las fracciones
se liofilizaron como se describid anteriormente y los sélidos obtenidos se resuspendieron en 50 ul de
solucion amortiguadora TRIZMA-BASE 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS 1% pH 8.3.

= Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida: SDS-PAGE
Se prepararon geles de poliacrilamida 12% de 8x8 cm con SDS para usarlos en condiciones

desnaturalizantes. Se tomaron 5 uL de muestra a la cual se adicion6 un volumen equivalente de solucion
amortiguadora TRIS 250 mM, SDS 8%, glicerol 40%, 2-B-mercaptoetanol 20%, azul de bromofenol
0.01%, pH 6.8. La electroforesis se desarrollé a intensidad de corriente constante (15 mAmp/gel) con
duracion aproximada de 1.5 h a través de una unidad de geles verticales de 1.0 mm de grosor Mini-

PROTEAN Tetra Cell (BIO-RAD Laboratories, Inc.); posteriormente los geles se tifieron en una solucién
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de azul de Coomasie R-250 0.125%, metanol 50%, acido acético 10%, durante 1 h con agitacién suave

para tefiir la proteina; después los geles se destifieron con solucién de acido acético 10%.

» Identificacion por espectrometria de masas.
La identificacion de proteinas por espectrometria de masas se realiz6 en el laboratorio universitario de

proteémica IBT/UNAM, servicios de identificacion, caracterizacion estructural y cuantificacion de
proteinas a través de la Espectrometria de Masas de alta resolucion.

Las muestras fueron previamente reducidas con ditiotreitol, alquiladas con iodoacetamida (obtenida con
Sigma-Aldrich) digeridas “in gel’ con tripsina (Promega Sequencing Grade Modified Trypsin). Los
péptidos resultantes fueron aplicados en un sistema LC-MS bomba de nanoflujo EASY-nLC Il (Thermo-
Ficher Co. San Jose, CA) acoplado a un espectrémetro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Ficher
Co., San Jose, CA) con sistema de ionizacién tipo nano-electrospray (ESI). La calibracion del
espectrémetro se realizé con una solucidon Calmix (N-butilamina, cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA)) y
Ultramark 1621. En el sistema de cromatografia de liquidos se utiliz6 un sistema gradiente de 10-80%
de agua/acetonitrilo con 0.1% de &cido férmico, en 120 minutos utilizando una columna capilar (ID 0.75
pm y 10cm largo RP-C18). El flujo del sistema LC fue de 300 nL/min. Para la fragmentacion de los
péptidos se utilizaron los métodos de CID (Collision-Induced Dissociation) y HCD (High energy Collision
Dissociation) donde solamente los iones con carga 2*, 3" y 4" fueron seleccionados para los eventos de
fragmentacion. Fueron desconsiderados los iones con cargas 1%, superiores a 5" y de cargas indefinidas.
Todos los espectros fueron adquiridos en modo de deteccidon positivo. La ejecucion y captura de los
datos de fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones segun las
cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colisibn normalizada de
35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de activacion de 10 milisegundos y tiempo maximo
de inyeccion de 10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura automéatica de los datos se utilizé
la exclusion dindmica de iones: (i) lista de exclusién de 400 iones, (i) tiempo de pre-exclusion de 30
segundos vy (iii) tiempo de exclusion de 300 segundos. Los datos espectrométricos fueron sometidos a

la busqueda restringida contra PDB de UniProt de Aspergillus en el Proteome Discovererl.4.
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Capitulo 7

RESULTADOS Y DISCUSION
= Seleccion de la cepa de Aspergillus

- Recuperacion de cepas del género Aspergillus
Fue importante verificar las caracteristicas morfolégicas macroscopicas de las cepas evaluadas, con la

finalidad de verificar el registro del resguardo y asegurar la activacién metabdlica del hongo.

Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas de las cepas del género Aspergillus recuperadas del cepario del Grupo de Fisiologia

de Hongos Filamentosos de la Facultad de Quimica UNAM y cepas de coleccidn. Medio PDA, incubacién de 6 dias a 37°C.
Registro

fotogréfico

Cepa Observaciones

Desarrollo miceliar denso y aéreo en la parte central,
FP120 crecimiento radial color verde olivaceo en la parte

A. flavus central y verde amarillento en la periferia, circunferencia
blanca y filamentosa, textura aterciopelada.

Crecimiento ligeramente laxo con hifas aéreas largas,
abundante esporulacion de color negro pardo en la parte

FP160 . . . -
. circundante al micelio central, se observé también un
A. niger e .
halo blanco en la periferia de la colonia. Textura
algodonosa.
FP250 Desarrollo compacto con hifas cortas, esporulacion color
A niger negro pardo con ligeras tonalidades cafés en circulos
-9 concéntricos, halo blanco en la periferia de la colonia.
FP290 Desarrollo compacto con hifas cortas, esporulacién color
A. niger negro pardo con ligeras tonalidades amarillas, halo

amarillo en la periferia de la colonia.




Cepa Observaciones
EP500 Desarrollo compacto con hifas demasiado cortas, escasa
. esporulacién color blanco, maximo crecimiento de la
A. flavipes .
colonia.
Desarrollo compacto con hifas cortas, colonia color café
FP700 crema en la mayor superficie de la colonia, en blanco, la
A. terreus periferia y la parte central, abundante esporulacién con
textura algodonosa.
Desarrollo miceliar denso y aéreo en la periferia de la
NRRL502 parte central, crecimiento radial color verde en la parte

A. parasiticus

central, circunferencia blanca y filamentosa, textura
aterciopelada.

Desarrollo compacto con hifas cortas, la colonia no

NRRL334 muestra periferia uniforme, esporulacion color negro
A. niger pardo, halo blanco en la periferia de la colonia.
Desarrollo miceliar compacto, en circulos concéntricos
NRRL3112 con tonalidades en color blanco y café, abundante
A. awamori esporulacién con hifas cortas, el micelio en la parte
central desarroll6 hifas aéreas largas.
N402 Desarrollo compacto con hifas cortas, esporulacién color
A niger café con ligeras tonalidades amarillas, halo blanco en la
-nig periferia de la colonia.
Desarrollo compacto con hifas cortas, crecimiento
CBS 172.66 | irregular, esporulaciéon escasa en el centro de la colonia
A. aculeatus | con tonalidades color gris, el resto del micelio es de color

blanco crema.

Registro
fotogréfico
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Las cepas de Aspergillus fueron recuperadas exitosamente. Se observaron diferencias morfolégicas
entre las colonias de cepas de diferentes especies, asi como entre las colonias de cepas de la misma
especie, esto elevé la posibilidad de encontrar cepas capaces de producir xilansas y feruloilesterasas

utilizando nejayote.

- Efecto toxico por acido ferulico y etilferulato en el medio de cultivo.

Para la evaluacion del posible efecto toxico del acido ferulico se determiné la disminucién en el diametro
de colonia en las cepas evaluadas en presencia de acido ferdlico. Los resultados se muestran en la
Tabla 3. Chipley y Urah, (1980) reportan una disminucién del 27% en el crecimiento del micelio para A.
flavus 3145, sin embargo, al comparar el diametro de colonia en el medio control con el medio adicionado
con acido ferdlico, no se observa un efecto téxico generalizado. La disminucién del diametro va desde

el 2% para la cepa de A. niger 402 hasta el 79% de la cepa de A. awamori 3112.

Tabla 3. Crecimiento de difrentes cepas de Aspergillus en presencia y ausencia de acido ferdlico.

Control* glu + AFZ. , AF?
Cepa de Aspergillus (% disminucion)

D gy [cM] D g1y+ar[CcM] D yp[cm]

A. niger N402 2.07 2.04 (2%) 0.55

A. flavipes FP500 1.45 1.36 (6%) 1.46

A. niger FP290 2.53 2.22 (12%) 2.08

A. terreus FP700 2.65 2.32 (12%) 2.00

A. niger FP250 3.19 2.75 (14%) 1.19

A. flavus FP120 3.03 2.43 (20%) 2.54

A. niger NRRL334 2.89 2.27 (21%) 2.00

A. niger FP160 3.00 2.12 (29%) 2.17

A. parasiticus NRRL502 291 1.82 (37%) 1.07

A. awamori NRRL3112 3.26 0.67 (79%) 0.85

" medio con glucosa 1% (glu) 3 dias de incubacion, 2 glucosa 1% y acido ferulico 0.1% (glu+AF) 3 dias de incubacién, 2 Acido
fertlico 0.1% (AF) como Unica fuente de carbono: 5 dias de incubacion. D = diametro de las colonias (cm). Temperatura de

incubacion 37°C.
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Por otra parte, se determin6 que todas las cepas tienen la capacidad de utilizar el acido feralico como
Unica fuente de carbono en el medio de cultivo. El diametro de las colonias fue menor en todas las cepas
evaluadas excepto para las cepas A. niger N402 y A. flavipes FP500. EI crecimiento fue difuso y se
detectd esporulacién en todas las colonias. El registro fotogréfico se encuentra en la seccion ANEXO
(Tabla Al).

También se determiné la capacidad de las cepas de degradar etilferulato, los resultados de éstas
pruebas se reportan en la Tabla 4. De todas las cepas evaluadas, sélo cuatro logran degradar el
compuesto y utilizarlo como fuente de carbno. Cabe sefialar que tres de estas cepas tuvieron un aumento
en el diametro de colonia en presencia de etilferulato, aunque la coloracion de las esporas fue menor.
Al comparar los diametros de colonia entre el control y la adicién de etilferulato en las demas cepas, se
observa una disminucién en el crecimiento.

El registro fotografico se encuentra en la seccion ANEXO (Tabla A2).

Tabla 4. Crecimiento de difrentes cepas de Aspergillus en presencia y ausencia de etilferulato.

Especie y cepa de Control* glu + EF? EF3
Aspergillus D gy, [cm] D gry+arlcm] D 4p[cm]
A. terreus FP700 2.24 3.38 1.65
A. niger FP160 2.20 1.37 0.63
A. flavipes FP500 1.04 1.48 0.54
A. parasiticus NRRL502 2.24 2.46 0.37
A. flavus FP120 1.89 0.81 nd
A. niger FP250 3.88 0.86 nd
A. niger FP290 2.76 1.29 nd
A. niger NRRL334 3.25 0.65 nd
A. awamori NRRL3112 1.96 0.76 nd
A. niger N402 2.38 1.98 nd

"' medio con glucosa 1% (glu) 3 dias de incubacion, 2 glucosa 1% y etilferulato 0.05% (glu+EF) 6 dias de incubacion, ® Etilferulato
0.05% (EF) como unica fuente de carbono: 11 dias de incubacion. D = diametro de las colonias (cm). nd = No detectado.

Temperatura de incubacién 37°C.
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Debido a que la degradacion de etilferulato es un indicador de que las cepas prducen feruloilesterasas,
se seleccionaron las cepas que mostraron crecimiento en etilferulato como Unica fuente de carbono: A.
terreus FP700, A. niger FP160, A. flavipes FP500 y A. parasiticus NRRL502. Los registros fotogréaficos
se muestran en la Figura 7.

A. terreus FP700 A. niger FP160 A. flavipes FP500 A. parasiticus NRRL502

Micelio consistente, color Micelio central de color marron  Micelio consistente de color  Micelio consistente en la parte

café pardo en la parte rodeado de micelio con untodo blanco uniforme. central de la colonia, de tono
central rodeada por micelio ligeramente claro. Dhaio/Deolonia=4.67 ligeramente amarillento, rodeado
blanco. Dhaio/Deoionia=2.5 por micelio difuso.
Dhato/Deotonia=1.82 Dhato/Deolonia=6.67

Figura 7. Registros fotograficos de las cepas con capacidad de crecimiento en etilferulato como Unica fuente de carbono,
sefialadas en la Tabla 4. Incubacién a 37°C durante 11 dias.
En los registros fotograficos de la Figura 7, se puede observar el halo formado por la degradacion de
etilferulato en la periferia de cada colonia. Mediante el indice de degradacion (Dn/Deona), S€ puede
considerar que la cepa NRRL502 tuvo mayor capacidad para degradar el compuesto, sin embargo, el
halo que se formé fue ligeramente difuso. De la misma forma la cepa FP500 mostré un indice de
degradacioén elevado en comparacion con las cepas restantes. La cepa FP700 tiene el menor indice de
degradacion, pero esta cepa tuvo mayor diametro de colonia en comparacion con las demas, ésto
sugiere que esta cepa tiene mayor capacidad de asimilacion del compuesto degradado. La cepa FP160
tiene un indice de degradacién con valor intermedio, cabe resaltar que el halo que desarroll6 esta cepa
tiene mayor claridad con respecto al halo formado por las demas cepas, la colonia es ligeramente
asimétrica y sin coloracién en las esporas que escasamente logré desarrollar.
Donaghy et al., (1998), reportaron una técnica para detectar feruloilesterasas basada en la degradacion
de etilferulato por lo que los resultados de la Figura 7 indican que estas cepas son capaces de producir
las hidrolasas de interés.
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- Efecto inductor del acido ferilico en medio de cultivo en la produccion
de feruloilesterasas
Los principales desechos agroindustriales utilizados como sustratos para la produccién de

feruloilesterasas son el salvado de trigo y el olote de maiz por sus altas concentraciones de acido
ferulico, 1% y 3% respectivamente (Hartley y Jones, 1977; Saulnier et al., 1995), en comparacién con
otros sustratos complejos (Rombouts y Thibault, 1986a). Faulds et al., (1997) reportan la obtencion de
xilanasas vy feruloilesterasas utilizando salvado de trigo como fuente de carbono, y un aumento de
actividad de feruloilesterasas al agregar acido feralico al medio de cultivo, de 0.4 U en olote de maiz,
hasta 1.7 U en olote de maiz con &cido ferdlico.

Debido a que el salvado de trigo contiene de 0.5 a 1% de acido ferulico en xilanos feruliolados (Faulds
et al., 1997; Zhou et al., 2004) fue seleccionado como fuente de carbono, con la finalidad de determinar
el efecto de induccidn en la produccion de feruloilesterasas al agregar acido ferulico al medio de cultivo.
Los resultados de la actividad xilanolitica evaluada en los filtrados enzimaticos (Figura 8) sugieren que
la adicion de &cido ferulico al medio de fermentacion estimulé la produccion de enzimas xilanoliticas en
tiempos de fermentacion posteriores a 48 h, desde un 10% para la cepa FP700 hasta un 200% para la
cepa FP500. Al determinar la atividad de xilanasas a 24 h de fermentacion, se observa que la adicion
de acido ferulico al medio de cultivo provocé una disminucion de las enzimas evaluadas. Estos
resultados son congruentes con los reportados por Faulds et al., 1997. Esto podria deberse al efecto

antibiotico del acido ferulico (Chipley y Urah, 1980).
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Figura 8. Actividad xilanolitica en los filtrados enzimaticos de fermentaciones inoculadas con las cepas de estudio. 300 rpm a
37°C. S: Medios con salvado de trigo 1%. AF: medios con salvado de trigo 1% y acido ferulico 0.1%.
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Como se observa en la Figura 9, la presencia de &cido feralico en el medio de fermentacién logro inducir
la produccion de feruloilesterasas en todas las cepas evaluadas. Estos resultados son consistentes con
los reportes en la literatura en los que se ha observado un incremento de hasta 230% en la produccion

de estas esterasas en presencia de acido ferdlico (Faulds et al., 1997).
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Figura 9. Actividad de feruloilesterasas en los filtrados enziméticos de fermentaciones inoculadas con las cepas de estudio.
300 rpm a 37°C. S: Medios con salvado de trigo (1%). AF: medios con salvado de trigo (1%) y acido ferdlico (0.1%).

El incremento en la produccion de estas enzimas es evidente para las cepas FP160 y FP700 que
lograron aumentar 200% y 300% respectivamente a las 96 h de fermentacién. Para las cepas FP500 y
NRRL502, no hubo produccion en medio con salvado de trigo, pero es evidente la induccion en la
produccion de feruloilesterasas. En el caso especifico de la cepa NRRL502 la produccion en presencia
de &cido ferulico es inferior a la obtenida en todas las demas condiciones, incluso a la obtenida por la
cepa FP160 sin acido ferulico; por lo que ésta cepa fue descartada en las pruebas posteriores. En
general los perfiles de activdad de las enzimas xilanoliticas y de feruloilesterasas es similar, esto se
debe a que la regulacion de los genes que codifican para feruloilesterasas estan ligados a la regulacién
genética de las enzimas xilanoliticas (de Vries y Visser, 1999); por lo que este comportamiento es
congruente con los resultados de la literatura. Las pruebas anteriores fueron de gran importancia para
identificar a las cepas que pueden ser utilizadas para la produccion de feruloilesterasas, siendo
seleccionadas las cepas FP160, FP500 y FP700 correspondientes a A. niger, A. flavipes y A. terreus,
respectivamente. Cabe resaltar que las tres cepas seleccionadas fueron aisladas del medio ambiente
por el Grupo de Fisiologia de Hongos Filamentosos y que, a pesar de que se evaluaron diversas cepas

de coleccion, ninguna mostro resultados equiparables a alguna de las cepas autdctonas evaluadas.
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= Diseno del medio de cultivo utilizando nejayote
La adicién de &cido ferdlico al caldo de cultivo con salvado de trigo resulta en un gasto que se puede

evitar si se selecciona adecuadamente un residuo como el nejayote. Los acidos hidroxicinamicos
contenidos en él pueden resultar toxicos para los microorganismos, por lo que un previo
acondicionamiento, asi como pruebas de crecimiento en nejayote son necesarios para la seleccion

definitiva como fuente de carbono.

- Nejayote como fuente de carbono
Las muestras de nejayote utilizado fueron obtenidas de un molino de nixtamalizacion de la accaldia

Milpa Alta, el cual presenté pH 12.7, y contenia sélidos suspendidos, que al paso de aproximadamente
una hora sedimentan por gravedad. El primer paso a realizar fue la determinacién de la cantidad de
so6lidos sedimentables, modificando el pH.

Como se muestra en la 5, al acidificar el nejayote los sélidos sedimentables tienden a disminuir, lo que
sugiere que se aumenta la solubilidad de los componentes de la fraccion insoluble. Al llegar a pH 4 la
apariencia de suspension se modifica y se forma un coloide, con esto, los solidos sedimentables

aumentan.

Tabla 5. Determinacion de solidos sedimentables después de centrifucgacion a 3350 g en el nejayote.
Sélidos sedimentables

PH (mg/ml)

12.7 3.39+0.016
8 3.21 + 0.009
7 2.76 + 0.001
6 1.96 + 0.011
5 1.93 +0.016
4 2.12 +0.012

Adicionalmente a la cantidad de solidos sedimentables, se evalud la presencia de &cido ferdlico en la
fraccion soluble del nejayote con la finalidad de garantizar la presencia del compuesto. Esta prueba se
realizd antes y después de la esterilizacién del nejayote para asegurar la integridad del compuesto

inductor.
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Acido ferulico

Oligosacaridos
feruloilados

pH9 pH10 pH11.7

Figura 10. TLC para detectar la presencia de acido fertlico en nejayote a diferentes pH. AF: &cido ferulico 0.1%. Las
muestras esterilizadas se indican en la figura. %
Como se observa en la Figura 10, se puede detectar acido ferulico en la fraccién soluble del nejayote,
antes y después del proceso de esterilizacién a diferentes valores de pH. Lo anterior indica que el

nejayote puede ser utilizado como fuente de carbono para la produccion de xilanasas y feruloilesterasas.

- Determinacion del crecimiento de Aspergillus en nejayote
Aunqgue se comprob6 que las cepas autéctonas elegidas resisten el acido fertlico a una concentraciéon

de 0.1% en el medio de cultivo, es necesario evaluar su crecimiento en nejayote, ya que el acido ferulico
no es el unico acido hidroxicinamico contenido en él, y estos componentes tienen actividad
antimicrobiana (Aziz et al., 1998).

Para evaluar este efecto se realizaron pruebas de crecimiento en placa, los resultados se encuentran
en la Figura 11. Se observa claramente que, las tres cepas fueron capaces de crecer en medio preparado
con nejayote. Evaluando los resultados del crecimiento por columna, podemos observar que a 25% de
nejayote las cepas mostraron micelio consistente a pH 4, mismo que perdio consistencia y tonalidad al
alcalinizar del medio. En la columna correspondiente a 50% de nejayote a pH 4 el diametro de las tres
colonias fue menor al alcanzado a pH 4. Se observd micelio mas consistente, de manera similar, las
colonias aumentaron su didmetro y el micelio se tornd difuso al aumentar la alcalinidad del medio.
Evaluando el efecto de 75% de nejayote se observé que el diametro de las colonias es mas pequefio
aun, al aumentar el valor de pH del medio el diametro de colonia aumenté hasta un pH de 6, cabe
mencionar que, a pH de 7, la colonia que corresponde a A. terreus FP700, secretd un pigmento de color
marrén al medio, comportamiento que repite a pH 8. En la columna de 100% nejayote, a pH 4, la cepa
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FP500 (A. flavipes) no pudo desarrollarse y las demas cepas exhibieron didmetros pequefios en sus
colonias, al aumentar el pH a 5, las tres cepas aumentaron el diAmetro de su colonia, también se observé
gue la cepa FP700 secreté un pigmento, cuya intensidad fue en aumento al incrementar el pH. En cuanto
a la cepa FP160, mostré la mayor esporulacion a pH 6.

Con base en estos resultados se realizd una seleccion previa de las condiciones para la produccion de
xilanasas y feruloilesterasas en medio liquido. Evaluando el didmetro de la colonia y la consistencia del
micelio; las condiciones seccionadas fueron 75% nejayote en el medio a pH 6, en estas condiciones los
diametros de FP700, FP500 y FP160 fueron 2.68 cm, 1.22 cm y 4.03 cm, respectivamente.
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Figura 11. Crecimiento de las cepas seleccionadas de Aspergillus en medio con nejayote a diferentes pH. Fotos de 120 h de incubacion a 37 °C. FP700:

Esquina superior izquierda. FP500: Esquina superior derecha. FP160: Esquina inferior.
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- Comparacion de la produccion de xilanasas y feruloilesterasas utilizando
nejayote y salvado de trigo.
Se evalué la produccion de xilanasas y feruloilesterasas a 5 condiciones de sustratos diferentes en

medio liquido. Se utiliz6 salvado de trigo como control y salvado de trigo con acido ferdlico como control
de la induccién. Estos resultados se compararon con los obtenidos utilizando nejayote como fuente de
carbono. Adicionalmente, se prob6 la combinacion de ambas condiciones agregando salvado de trigo al
nejayote; éstas condiciones se describen en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de los medios de fermentacion para evaluar la produccion de xilanasas y feruloilesterasas.

L ., medio minimo nejayote 1% salvado 0.1% &cido
Condicién de fermentacion . L
pH 6 pH6 de trigo ferulico
1. Nejayote (N) 25 ml 75 ml - -
2. Nejayote + salvado (N+S) 25 ml 75 ml + -
3. Salvado (S) 100 ml - + -
L L Agregado al
4. Salvado + acido ferdlico 100 m i + nicio de la
(S+AF) fermentacion
Agregado 24h
4 A . ]
5. Salvad,o acido ferulico 100 ml i + después de
después de 24 h (S+pAF) iniciada la

fermentacion

En la Figura 12 se muestran los resultados de la actividad xilanolitica evaluada.
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A. niger FP160 A. flavipes FP500
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Figura 12. Actividad xilanolitica en los filtrados enzimaticos de Aspergillus con diferente fuente de carbono. 300 rpm a 37°C. Cada grafico corresponde a la
actividad de una cepa indicada en la parte superior. N: Nejayote; N+S: Nejayote + salvado de trigo; S: Salvado de trigo; S+AF: Salvado de trigo + acido ferulico
al inicio de la fermentacién; S+pAF: Salvado de trigo + acido ferulico adicionado a 24 h de iniciada la fermentacion.




Al revisar la produccién de xilanasas de la cepa FP160 a las 24 h se observé el que en el medio control
(S) se obtuvo el mayor nivel de actividad seguido por la actividad determinada en el medio con salvado
de trigo al que se adicioné el acido ferulico en ese momento (S+pAF), éstos resutados son coherentes,
ya que no hubo diferencia significativa entre si. Por otra aparte, las tres condiciones restantes, que
inciaron la fermentacion con acido ferulico disuelto, mostraron menor nivel de actividad de xilanasas, en
primer lugar, el control de la induccion (S+AF), seguido por el nejayote sélo (N) y finalmente el nejayote
con salvado de trigo (N+S). Estos resultados pueden deberse a que el efecto tdxico del acido ferulico
retrasa la produccion de xilanasas o bien, limita el crecimiento para A. niger (Chipley y Uraih, 1980). Este
efecto se pierde a las 48 h, ya que los niveles de produccion son similares en las condiciones evaluadas,
asi mismo la mayor produccion se obtuvo en el medio preparado con nejayote y salvado de trigo a las
72 h de fermentacion, sin embargo, no hay diferencias significativas en la produccion de xilanasas para
esta cepa.

Analizando los resultados de las fermentaciones de la cepa A. flavipes FP500 en los medios preparados
con nejayote (N) la actividad de xilanasas se detecto hasta las 48 h de fermentacion, durante éste tiempo,
las fermentaciones con medio sin nejayote registraron niveles de actividad xilanolitica mayor. Estos
valores fueron superados a las 72 h por los filtrados enzimaticos de las fermentaciones con nejayote (N),
ya que registraron el doble de actividad xilanolitica que las demas fermentaciones evaluadas. Estos
resultados sugieren que, aungue la produccién de xilanasas es tardia en los medios con nejayote, se
obtiene mayor produccion de las enzimas después de 72 h.

Para el caso de A. terreus FP700, a las 24 h de fermentacién, el control (S) registré mayor actividad
xilanolitica comparada con las demas condiciones evaluadas. Después de 72 h las dos fermentaciones
con nejayote (N, N+S) en conmparacion con el control (S) obtuvieron niveles similares de actividad, la
produccién de xilanasas en nejayote no se vio mejorada con la adicién de salvado de trigo al medio de
cultivo y no es significativamente diferente a la obtenida con salvado de trigo como fuente de carbono.
Cabe resaltar que la produccion de la fermentacion con nejayote (N) fue superior a la del control de la
induccién (S+AF), esto sugiere que el acido ferulico, conjugado y libre presente en el nejayote, fue mejor

inductor que el reactivo analitico.
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Figura 13. Actividad de feruloilesterasas en los filtrados enzimaticos de Aspergillus con diferente fuente de carbono. 300 rpm a 37°C. Cada grafico corresponde a
la actividad de una cepa indicada en la parte superior. N: Nejayote; N+S: Nejayote + salvado de trigo; S: Salvado de trigo; S+AF: Salvado de trigo + acido
ferulico al inicio de la fermentacion; S+pAF: Salvado de trigo + acido ferulico adicionado a 24 h de iniciada la fermentacion.
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Los resultados de la actividad de feruloilesterasas en los filtrados enzimaticos se encuentran en la Figura
13. La presencia de actividad se detect6 hasta las 48 h de fermentacion, lo cual podria estar asociado a
gue de forma inicial las xilanasas degradan el arabinoxilano feruloilado presente en el nejayote o en el
salvado de trigo, segun sea el caso, para que posteriormente y de manera sinérgica, las feruloilesterasas
hidrolicen los enlaces del acido ferulico liberandolo al medio de cultivo (Pinaga et al., 1994).

De forma general se observo que la actividad de feruloilesterasas en los filtrados enzimaticos es mayor
en las fermentaciones inoculadas con A. niger FP 160, comparadas con A. flavipes FP500 y A. terreus
FP 700. Al evaluar los resultados obtenidos en el medio que sélo contiene nejayote (N), se detectaron
valores elevados de feruloilesterasas desde las 48 h, estos valores aumentaron ligeramente a las 72 h.
Cuando se adicion6 salvado de trigo al nejayote (N+S), los valores detectados de la actividad se elevaron
un 10% desde las 48 h. Esto podria estar relacionado a que el salvado de trigo, al ser un sustrato
insoluble, es utilizado por el hongo como un soporte sélido para lograr un crecimiento mas robusto.

En la condicion control, donde se evalud la produccién de feruloilesterasas utilizando sélo salvado de
trigo (S), se detectd actividad de feruloilesterasas. Sin embargo, los valores fueron menores a los
observados en las fermentaciones con nejayote (N) y nejayote con salvado de trigo (N+S). Cuando al
salvado de trigo se le adicion6 acido feralico (S+AF), los niveles detectados de actividad de
feruloilesterasas se elevaron, logrando alcanzar a los niveles detectados con so6lo nejayote (N).
Finalmente, se evalu6 el probable efecto antimicrobiano del acido feralico adicionandolo al medio de
cultivo 24 h después de iniciado el proceso de fermentacién (S+pAF), la actividad de feruloilesterasas
en los filtrados enzimaticos fue menor a las 48y 72 h.

Evaluando los resultados de la cepa A. flavipes FP500, se observé que los niveles de actividad de
feruloilesterasas en ambos medios preparados con nejayote (N) y (N+S) fueron similares. Al compararlos
con los niveles de feruloilesterasas producidos en el control (S) resultaron ser mayores, sin embargo, al
compararlos con la produccidon de feruloilesterasas en medios preparados con salvado de trigo
adicionado con acido ferulico fueron menores. Los perfiles de produccion descritos fueron similares para
la cepa FP700 de A. terreus.

Lo anterior indica que para las cepas FP500 y FP700, la produccion de feruloilesterasas fue favorecida
en medios preparados con salvado de trigo al 1% adicionados con acido ferulico. Para la cepa FP160,
la produccién de feruloilesterasas se ve favorecida en medio de cultivo con nejayote al 75% y salvado

de trigo al 1%.
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- Determinacion del efecto de pH inicial en la producciéon de enzimas de
interés

Uno de los pardmetros importantes para evaluar es el pH inicial de la fermentacion. Se ha reportado que
a pH alcalino se activa la expresion de genes especificos y que a su vez se reprimen genes que estan
activos a pH &cido. Si bien el efecto directo en la produccién de enzimas no se ha evaluado, se tienen
indicios de una expresion dependiente de pH en el sistema xilanolitico (Tilburn et al., 1995), por lo que
la produccion de xilanasas y feruloilesterasas podria verse afectada por el pH del medio de cultivo.
Se realizaron fermentaciones en paralelo, utilizando nejayote (75%), medio minimo (25%) y salvado de
trigo (1%), modificando el pH inicial (pHi) de la fermentacién. Los valores iniciales fueron de 5.1, 5.4, 6.3,
7.7 y 8.7, se evalud la produccién de xilanasas (Figura 14) y feruloilesterasas (Figura 15) en las
fermentaciones inoculadas con las cepas seleccionadas FP160, FP500 y FP700.
Al evaluar la produccion de xilanasas en la Figura 14, se encontr6 un perfil de produccion diferente para
cada cepa evaluada. En la grafica correspondiente a A. niger FP160 los niveles de actividad se
detectaron desde las 24 h y fueron similares a 48 y 72 h, excepto en la fermentacién con pHi 8.7 en el
gue la actividad se aprecio hasta las 48 h. La maxima actividad se obtuvo en la fermentacién con pHi
5.4 aungue los valores no fueron significativamente diferentes.
En el caso de A. flavipes FP500 la actividad de las hidrolasas de cada fermentacién fue similar, la
producciéon de xilanasas alcanzé su maximo valor (96 U/mL) a las 72 h de fermentacion, siendo este
valor menor al obtenido en A. niger FP160 (123 U/mL).
En la grafica de A. terreus FP700 se observo una produccion sostenida a lo largo de la fermentacion,

gue alcanz6 valores similares a A. niger FP160, hasta 72 h de fermetacion.
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Figura 14. Actividad xilanolitica en los filtrados enzimaticos de Aspergillus a diferente pH inicial (pHi) de fermentacién. 300 rpm a 37°C. Cada grafico corresponde
a la actividad de una cepa indicada en la parte superior.
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Al determinar la actividad de feruloilesterasas en los filtrados enziméticos se determin6 que la cepa que produce mayoritariamente las
enzimas de interés corresponde a la cepa Aspergillus niger FP160 como se muestra en la Figura 15. Esta cepa produjo buenos niveles
de FAE hasta un pH 7.7 ya que en la fermentacién con pHi 8.7 no se detecto actividad enzimatica. En el caso de A. flavipes FP500 a
pHi 5.1 s6lo se detecto actividad a las 72 h de fermentacion, mientras que a pHi 8.7 no se detectd actividad; los valores maximos se
obtuvieron a pHi 5.1 y 5.4 aunque no hay diferencia significativa con los resultados en los demas casos. En A. terreus FP700 la
produccion de la enzima de interés se obtuvo en todos los valores de pH evaluados, sorpresivamente la maxima actividad se obtuvo
a pH 8.7. Esta cepa produjo sélo el 40% de la produccién de Aspergillus niger FP160.

A. niger FP160 A. flavipes FP500 A. terreus FP700
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Figura 15. Actividad de feruloilesterasas en los filtrados enzimaticos de Aspergillus a diferente pH inicial (pHi) de fermentacién. 300 rpm a 37°C. Cada gréfico
corresponde a la actividad de una cepa indicada en la parte superior.
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Estos resultados evidencian que la cepa FP160 Aspergillus niger es la mejor productora de xilanasas y
feruloilesterasas en los pH iniciales evaluados, por lo que se seleccion6 esta cepa para evaluar la
produccién de enzimas en medio con nejayote (75%), medio minimo (25%) y salvado de trigo (1%),
esterilizando por separado el nejayote con salvado de trigo y el medio minimo. Los resultados se reportan

en la Figura 16.
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Figura 16. Fermentaciones con diferente pH inicial inoculadas con la cepa FP160. 300 rpm a 37°C 1ZQ: Registro de pH del
medio de cultivo. DER: Registro de actividad xilanolitica en los filtrados enzimaticos a diferente pH inicial (pHi).

Se observa que la cepa de A. niger FP160 logré neutralizar el pH a un valor cercano a 7.3, incluso la
fermentacion pHi 9.8 tiene el mismo perfil sin llegar al valor neutro. Este resultado es interesante ya que
aparentemente Aspergillus niger FP160 adapta el medio de cultivo a sus necesidades nutricionales
durante el crecimiento resultando en esta “neutralizacion” del medio de cultivo. Estos resultados son
similares a los reportados por Chipeta et al., (2008), en los que la produccion de xilanasas se afectd por
el pH de fermentacion, obteniendo la maxima produccion a un pH de 7.5, utilizando Aspergillus oryzae
NRRL 3485.

La produccion de enzimas xilanoliticas mostrado en la Figura 16 panel derecho, tuvo niveles de actividad
similares en las fermentaciones con pHi de 5.7 y 6.8; y a pHi 8.6 hasta las 48 h de fermentacion. A pHi
de 9.8 no se detecto actividad xilanolitica en ninguno de los filtrados enzimaticos evaluados. Los niveles
maximos de actividad a las 72 h de fermentacion en las tres condiciones iniciales fueron similares, lo
gue sugiere que a tiempos largos el pH inicial de la fermentacion no es un factor de alto impacto. Sin
embargo, a las 24 h de fermentacion, la actividad de la fermentacion con pHi de 8.6 fue indetectable,
esto podria deberse a que la cepa FP160 de A. niger primero adecua el pH de la fermentacion y

posteriormente produce las enzimas de interés.
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Figura 17. Actividad de feruloilesterasas en los filtrados enzimaticos de fermentaciones con diferente pHinicial de
fermentacion inoculadas con la cepa FP160. 300 rpm a 37°C.
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En la Figura 17, se muestra la actividad de feruloilesterasas presente en los filtrados enzimaticos. Se
observa claramente la actividad de las enzimas de interés desde las 48 h, en las condiciones con pHi
de 5.7, 6.8 y 8.6; mientras que en la fermentacién con pHi de 9.8 no se detecté actividad de
feruloilesterasas. Este comportamiento también se obtuvo con la produccion de enzimas xilanoliticas.
La fermentacion con pHi de 6.8 mostr6 la mayor actividad de feruloilesterasas a las 48y 72 h, con 1134
+ 33 y 1211 + 33 U/mL respectivamente. Estos resultados fueron 14% mayores en promedio a los
obtenidos en las otras fermentaciones; para tener un valor mas robusto de ésta diferencia se evalué la
actividad de los filtrados enzimaticos por la metodologia de Ramirez et al., (2008). Se puede observar
claramente que la actividad méaxima de feruloilesterasas se obtuvo con pHi de 6.8. Este resultado era
esperado debido a que Aspergillus niger FP160 modifica el pH inicial de la fermentacién hasta valores
cercanos a un pH 7.3 = 0.1 por lo que iniciar la fermentacién cerca a este valor de pH favorecid la

produccion de xilanasas y feruloilesterasas, como se aprecia en la Figura 16.

Tabla 7. Actividad de feruloilesterasas en fermentaciones con diferentes valores de pH inicial, detectada por la técnica de
Ramirez et al., 2008.

Actividad de Filtrados enzimaticos a 72 h de fermentacién
feruloilesterasas pHi 5.7 pHi 6.8 pHi 8.6
[U/ml] 184.3 + 2.97 326.0 + 2.24 231.2 +2.75
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- Efecto de la fuente de nitrogeno en la producciéon de enzimas de interés
Los hongos del género Aspergillus son capaces de utilizar una gran variedad de sustancias como fuente

de nitr6geno, incluyendo amonio, nitratos, nitritos, purinas, amidas, asi como muchos aminoécidos, con
preferencia por el amonio, glutamina y glutamatos (Marzluf, 1997). La utilizacion de fuentes de nitrégeno
alternativas esta altamente regulada y tiene un efecto directo en el crecimiento, producciéon y pH de la
fermentacion (Dutta y Debnath-Das, 2017) por lo que es fundamental seleccionar una fuente de
nitrégeno que permita potenciar la produccion de xilanasas y feruloilesterasas por la cepa seleccionada
Aspergillus niger FP160.

Para dilucidar el efecto que la fuente de nitrdgeno ejerce en la produccién de xilanasas y feruloilesterasas
se evaluaron paralelamente el uso del nejayote a 100% y 75% de concentracién, adicionando las sales
de medio minimo y agregando el medio minimo esterilizado por separado. Ademas, se evaluaron fuentes
de nitrégeno tanto organicas como inorganicas, agregando la cantidad suficiente para que el nitrégeno
en el medio de cultivo tenga una concentracion de 1%. Estas fermentaciones se describen en la Tabla
8.

Tabla 8. Caracteristicas de los medios de fermentacion para evaluar el impacto de la fuente de nitrégeno en la produccién de
xilanasas y feruloilesterasas.

Condicion | Nejayote @ Medio minimo = Agua destilada Fuente de nitrégeno
M1 100% - - -
M2 75% - 25% -
M3 100% + - -
M4 75% + 25% -
M5 75% 25% - Sulfato de amonio (1.88)
M6 75% 25% - Nitrato de sodio (1.22%)
M7 75% 25% - Peptona de carne (0.5%)
M8 75% 25% - Extracto de levadura (0.5%)
M9 75% 25% - Urea(0.44%)
M10 75% 25% - Licor de maiz (2.68%)

+Se adicionan las sales de medio minimo sin disolver.

El perfil de actividad xilanolitica en las diferentes fermentaciones se reporta en la Figura 18.
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Figura 18. Actividad xilanolitica en los filtrados enzimaticos de fermentaciones con diferentes fuentes de nitrogeno descritas
en Tabla 8. 300 rpm a 37°C M1: Nejayote 100%; M2: Nejayote 75%; M3: Nejayote 100% y sales de medio minimo; M4:
Nejayote 75% y sales de medio minimo; M5: Sulfato de amonio; M6: Nitrato de sodio; M7: Peptona de Carne; M8: Extracto
de levadura; M9: Urea; M10: Licor de maiz.
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En ambas gréficas se observa que, la actividad de xilanasas se detect6 a partir de las 24 h de
fermentacion, en algunos casos la maxima actividad se alcanzé a las 48 h como en el caso del nejayote
con sales de medio minimo (M4), sulfato de amonio (M5), nitrato de sodio (M6) y peptona de carne (M7).
En las demas condiciones la méaxima actividad se alcanz6 a las 72 h de fermentacion. En los casos de

extracto de levadura y urea no se detect6 actividad xilanolitica en los filtrados enzimaticos.

Como se menciond anteriormente, se espera que la produccion de feruloilesterasas tenga un
comportamiento similar al de la produccién de xilanasas. Los resultados de las determinaciones de
actividad de feruloilesterasas por el método de placa fina se reportan en la Figura 19. Se observé que el
nejayote enriquecido con medio minimo en ambas concentraciones (M3 y M4) asi como el cultivo con
sulfato de amonio (M5), nitrato de sodio (M6), peptona de carne (M7) y licor del maiz (M10) son fuentes
de nitrégeno que favorecieron la produccion de feruloilesterasas, siendo especificamente el sulfato de
amonio (M5), nitrato de sodio (M6) y licor de maiz (M10) los que resultaron idéneos para la produccion.

50



H48h E72h

1200
1000

800

60
40
20 I
0
M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10

M1

Actividad (U/mL)
o

o

o

Figura 19. Actividad de feruloilesterasas en los filtrados enzimaticos de fermentaciones con diferentes fuentes de nitrégeno
descritas en Tabla 8. 300 rpm a 37°C M1: Nejayote 100%; M2: Nejayote 75%; M3: Nejayote 100% y sales de medio minimo;
M4: Nejayote 75% y sales de medio minimo; M5: Sulfato de amonio; M6: Nitrato de sodio; M7: Peptona de Carne; M8:
Extracto de levadura; M9: Urea; M10: Licor de maiz.

Al determinar la actividad de feruloilesterasas por el método de Ramirez et al., (2008) (Tabla 9) para
observar con mayor claridad las diferencias se corrobor6 que el sulfato de amonio fue la fuente de

nitrdgeno Optima en la produccién de las enzimas de interés, ademas de ser una fuente de bajo costo,

por lo que presenta una mayor ventaja para ser utilizado como fuente de nitrégeno comparado con el
licor de maiz.

Tabla 9. Actividad de feruloilesterasas en fermentaciones con diferentes fuentes de nitrégeno, detectada por la técnica de
Ramirez et al., 2008.

Filtrados enzimaticos a 72 h de fermentacién

Actividad de feruloilesterasas

Sulfato de Nitrato de . .
[U/ml] ST <ol Licor de maiz
358.6 +2.5 2855+15 305.5+5.7

= Comparacion de la produccidon enzimatica con cepas de coleccion
Aspergillus niger es uno de las especies del género Aspergillus que ha logrado la designacion GRAS

(Generally Recognized as Safe) por la FDA (U. S. Food and Drug Administration); por lo que posee
numerosas aplicaciones industriales, sumado a la alta productividad de &cidos citrico y glucoénico, asi
como la gran variedad de produccion en enzimas industriales y de proteinas humanas heterélogas (van
Brunt, 1986; Dunn-Coleman et al., 1991; Punt et al., 2002; Karaffa y Kubicek, 2003; Singh y Kumar

2007). La cepa autoctona FP160 demostré producir xilanasas y feruloilesterasas, sin embargo, es
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importante comparar su nivel de produccién de enzimas con la produccién de otras cepas de coleccion:
la cepa de Aspergillus niger N402 una mutante de baja esporulacién utilizada para producir
feruloilesterasas (de Vries y Visser, 1999) y la cepa de Aspergillus aculeatus CBS172.66, especie
reportada como buena productora de enzimas degradadoras de pared celular (Fujimoto et al., 1995;
Kauppinen et al., 1995), utilizando las condiciones de fermentacion seleccionadas: nejayote 75%, medio
minimo 25%, salvado de trigo 1% y sulfato de amonio 1.88%.

Inicialmente se llevé a cabo la inoculaciéon de placas con medio sélido, esto con la finalidad de apreciar
el crecimiento de las cepas a comparar. Los resultados se muestran en la Figura 20. Se observa que la
cepa A. niger FP160 obtuvo crecimiento superior al de las otras cepas, con un aumento del 30% respecto
a A. niger N402 y 50% respecto a A. aculeatus CBS172.66 la cepa que presentdé menor crecimiento.

A. aculeatus A. niger N402 A. niger FP160
CBS172.66

Figura 20. Crecimiento de cepas de Aspergillus en medio nejayote [75%)] y salvado de trigo [1%]. Uso de diferente indculo.
Fotos de 72 h de incubacién a 37 °C. SUPERIOR: 1x103 esporas. INFERIOR DERECHA: 1x10* esporas. INFERIOR
IZQUIERDA: 1x105 esporas.

La actividad de xilanasas presentes en los filtrados enziméticos de las diferentes fermentaciones se
encuentran reportadas en la Figura 21. Las tres cepas mostraron produccion de xilanasas desde las 24
h siendo la cepa de A. aculeatus CBS172.66 la que produjo los niveles mas bajos con valores que oscilan
entre 20 y 30 U/ml de actividad. Mientras que las cepas de A. niger N402 y FP160 produjeron 3y 4 veces

mas que la cepa de A. aculeatus CBS172.66 respectivamente.
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Figura 21. Actividad enzimatica en filtrados enzimaticos de fermentaciones inoculadas con diferentes cepas. 300 rpm a 37°C.
1ZQ: Actividad xilanolitica. DER: Actividad de feruloilesterasas.

Al evaluar la actividad de feruloilesterasas en los filtrados enzimaticos se observa que la cepa de A.

aculeatus CBS172.66 no produjo las enzimas a lo largo de la fermentacion, mientras que las cepas de

A. niger restantes obtuvieron valores maximos de feruloilesterasas a las 48 h: 605 + 115 U/ml de N404

y 1105 £ 34 U/ml de FP160.

En la Figura 23, se presentan los resultados de una cromatografia en capa fina de cada uno de los
filtrados enzimaticos de las fermentaciones anteriores, realizada para analizar la presencia de &cido
ferdlico durante el proceso de fermentacién, ya que se ha reportado que Aspergillus niger es capaz de
desmetilar el acido ferdlico para la obtencion de acido vanilico (Guiraud et al., 1992). El &cido vanillico
tiene el efecto reprimir la activacion transcripcional de la produccion de feruloilesterasas (Faulds y
Williamson, 1999), lo que eventualmente pordria ser repercutorio para la produccion de las enzimas,

aunque se requieren estudios moleculares para comprobar esta hipotesis.
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Figura 22. TLC. Deteccion de &cido ferdlico en filtrados enzimaticos de fermentaciones inoculadas con diferentes cepas.
Carriles: 1: Solucion acido fertlico 1%; 2: 0 h de fermentacién; 3: 24 h de fermentacion; 4: 48 h de fermentacion; 5: 72 h de
fermentacion.

Para la cepa de A. aculeatus CBS 172.66 se observo la presencia de acido ferulico alas 0y 24 h, para
las cepas de A. niger, N402 y FP160; el acido ferulico sélo fue detectable en el inicio de la fermentacion.
En los tiempos posteriores no se detectd acido ferulico, esto podria deberse a que es convertido a acido
vanillico que puede ser transportado a través de la pared celular con mayor eficiencia respecto al acido
fertico (Faulds y Williamson, 1999), posteriormente, el acido vanillico puede ser metabolizado a acido
protocatecuico via desmetilacion (Milstein et al., 1983) o bien a metoxihidroquinona via descarboxilacion

(Milstein et al., 1988; Lesage-Meessen et al., 1996).

54



dcido ferdlico

dcido vanilico

<
S

S NOCH,

DESCARBOXILACION DESMETILACION

OH

H Ve

/]\\ metoxihidroguinona

~
S
(0]

//O

acido
| protocatecuico
“~0CH,

H

I\ o

H>:,

R

OH
OH

Figura 23. Rutas metabdlicas del &cido ferulico via &cido vanillico en A. niger (Modificado de Faulds y Williamson, 1999).

» Identificacion de las enzimas producidas
Se han identificado feruloilesterasas en Aspergillus awamori (McCrae et al., 1994) en Aspergillus niger

(Faulds y Williamson, 1993; Kroon y Williamson, 1996; Barbe y Dubordieu, 1998) en Aspergillus oryzae
(Tenkanen et al., 1991) y en Aspergillus tubingensis (de Vries, 1999). Las propiedades fisicas de estas
enzimas varian segun la especie de origen. En A. niger se han estudiado las propiedades de las dos
feruloilesterasas que produce, FaEA tiene una masa molecular de 36 kDa (de Vries, 1999), mientras que
FaEB de 74 kDa (Kroon et al., 1996) por lo que la identificacién por espectrometria de masas fue de

gran utilidad.

- Purificacion e identificacion de xilanasas y feruloilesterasas
Se obtuvo un concentrado enzimatico 30X que present6 7,300 U/ml de actividad de feruloilesterasas y

1,100 U/ml de actividad xilanolitica, la cual se purific6 por cromatografia de intercambio idnico, perfil

proteico y posterior identificacion por espectrometria de masas.
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En la Figura 24 se observa el fraccionamiento del concentrado enzimético. Una vez que se alimenta la muestra, las primeras proteinas
eluidas (fraccion 3 a 7) presentan actividad de feruloilesterasas y xilanasas. Posteriormente, de la fraccién 16 a 21 se eluyen proteinas
que presentan actividad sélo de feruloilesterasas, y de la fraccién 22 en adelante, la proteina liberada no muestra actividad enziméatica
de interés. Por lo que las fracciones del primer y segundo intervalo mencionados se organizaron y se prepararon para determinar su

perfil proteico en gel de poliacrilamida, de acuerdo a la Tabla 10. Los resultados se encuentran en la Figura 25.
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Figura 24. Cromatograma del concentrado enzimatico producido por Aspergillus niger FP160. Condiciones descritas en materiales y métodos.
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Tabla 10. Organizacion de fracciones colectadas por cromatografia de intercambio iinico para SDS-PAGE.

Pozo Fracciones Pozo Fracciones Pozo Fracciones
1 Marcador de 4 6y7 7 18
peso molecular
2 3 5 16 8 19y 20
3 4y5 6 17 9 21
1 2 3 4 5 6 7 8 9
kDa
200
116 e
97 - D
66 ‘.
C B A
45 W
31
20 g ——

Figura 25. SDS-PAGE 12% Carriles indicados en la Tabla 10. A, B, C, D secciones realizadas para identificar por
espectrometria de masas.

Las feruloilesterasas pueden presentar masas moleculares desde los 11 (Borneman et al., 1991) hasta
los 112 kDa (McCrae et al., 1994). Faulds et al., (1997) reportaron que la enzima FaEA de Aspergillus
niger tiene una masa molecular de 36 kDa. Utilizando este criterio se seleccionaron las zonas A, B,
sefialadas en la Figura 26. La zona C fue seleccionada por la presencia de proteina con actividad
xilanolitica, finalmente la zona D fue seleccionada debido a que en esa fraccion sélo se detecto actividad
de feruloilesterasa y se ha reportado que la enzima FaEB presenta una masa molecular de 75 kDa
(Kroon et al., 1996). El gel fue seccionado y se realiz6 una identificacion por espectrometria de masas
en el Laboratorio Universitario de Protedmica IBT/UNAM (ANEXO Tabla A3). La secuencia se aline6

contra todas las traducciones no redundantes de Aspergillus niger mediante BLAST-NCBI. Los

resultados se encuentran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Identificacién por espectrometria de masas de las proteinas encontradas en las fracciones seleccionadas de la

purificacién de filtrados libres de celuals de Aspergillus niger FP160 creciendo en medio con nejayote.

Muestra Resultado Identidad = Cobertura Nl;rgfégode
A Endo 1,4-B-glucanasa (Aspergillus niger) 98.57% 100% XP_001402433
Feruloilesterasa A (Aspergillus niger) 95.73% 100% AHJ37526
1,3-B-glucanosiltransferasa (Aspergillus niger
100% 100%  xP_001402433
- CBS 513.88) -
Proteina hipotética ASPNIDRAFT_ 51400
. . 100% 100% | EHA20306
(Aspergillus niger ATCC 1015)
Proteina sin nombre (Aspergillus niger) 100% 100% SPB50099
1,3-B-glucanosiltransferasa (Aspergillus niger) 99.35% 100% GAQ47593
Probable a-L-arabinofuranosidasa axhA
C _ _ 98.21% 100% GAQ35594
(Aspergillus niger)
Endo-1,4-xilanasa (Aspergillus niger) 100% 100% AAMO8362
Exoglucanasa | (Aspergillus niger) 99.34% 100 ADZ46377
Aldosa 1-epimerasa (Aspergillus niger CBS
100% 100% | xp_001400045
D 513.88) -
Glucoamilasa (Aspergillus niger) 98.44% 100% GAQ47133
Dioxigenasa extracelular (Aspergillus niger) 99.73% 100% GAQ45717

El nejayote contiene una gran variedad de componentes, que podrian inducir la produccién de diferentes

enzimas degradadoras de pared celular en Aspergillus niger FP160. Las xilanasas y feruloilesterasas

son dos de estas enzimas que son inducidas por las altas concentraciones de arabinoxilano y acido

ferdlico contenidos en el sustrato complejo.

Mediante la espectrometria de masas y la alineacién con las bases de datos del NCBI, se encontr6 una

feruloilesterasa tipo A en la muestra B. La cobertura y la identidad de la secuencia indican que la enzima

corresponde a la secuenciada en el genoma de Aspergillus niger. No existen trabajos publicados acerca
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de la caracterizacién o de la actividad hidrolitica de la enzima, por lo que la purificacién de la misma,

para la evaluacidén de sus parametros es otra importante ventana de exploracion.

Por otra parte, en la muestra C se logro identificar una endo-B-1,4-xilanasa. La identidad y cobertura del
100% obtenidas en la base de datos de NCBI indican que corresponde a la identificada en el genoma
de Aspergillus niger. De la misma forma que la ferulilesterasa A encontrada, no existen trabajos
publicados sobre la caracterizacién o actividad hidrolitica de la xilanasa, por lo que se pueden realizar

estas pruebas, previa purificacion de la enzima.

Adicionalmente se identificaron enzimas responsables de la degradacion de la celulosa, que son
inducidas por la presencia de oligosacaridos de glucosa. Estos componentes que podria provenir del 3-

glucano presente en el salvado de trigo (Nandini y Salimath, 2001; Prikler et al., 2014).

Durante la nixtamalizacion, componentes del maiz son liberados al caldo de coccién, Gutiérrez-Uribe et
al., (2010) reportaron la presencia de almidén en el nejayote (20%), por lo que la presencia de enzimas

amiloliticas, como la glucoamilasa, fue consistente.
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Capitulo 8

RESUMEN DE RESULTADOS

Se seleccionaron las cepas A. niger FP160, A. flavipes FP500 y A. terreus FP700 capaces
de desarrollarse en etilferulato y en &cido fertlico como unica fuente de carbono. Produjeron
feruloilesterasas utilizando salvado de trigo como sustrato y se indujo la produccién de estas
enzimas al adicionar &cido ferulico al medio de fermentacion.

Se evalud la capacidad de las tres cepas de crecer en medio sélido con nejayote para
estimular la produccion de xilanasas y feruloilesterasas siendo la mejor productora cepa
FP160 de Aspergillus niger, ya que en los filtrados enziméticos de las fermentaciones
inoculadas con esta cepa se detecté aproximadamente el doble de actividad de
feruloilesterasas que en las demas cepas.

Se establecié que la composicién del medio de cultivo para mejorar la obtencion de xilanasas
y feruloilesterasas fue nejayote al 75%, medio minimo al 25% y salvado de trigo al 1%.

Al evaluar el efecto del pH fue posible determinar que al iniciar la fermentacion con pH 6.8 se
favorece la produccién, resultando en 40% mayor actividad de feruloilesterasas a las 72 h de
fermentacion, comparado con las fermentaciones con otros pH iniciales evaluados.

Se determind que el uso de sulfato de amonio, como fuente de nitr6geno, es benefico para
el crecimiento del microorganismo, lo cual se refleja en una mejor produccion de las enzimas
de interés.

Se corrobord que la cepa autéctona FP160 de Aspergillus niger presenta mayor nivel de
produccion de feruloilesterasas, cerca del doble, comparado con el nivel de produccion de la
cepa de coleccién Aspergillus niger N402, mientras que la cepa de coleccion A. aculeatus
CBS172.66 no present6 produccion de feruloilesterasas.

Se obtuvo un concentrado enzimatico 30X con 7,300 U/ml de actividad de feruloilesterasas,
1,100 U/ml de actividad xilanolitica.

Con la purificacion por cromatografia de intercambio se logré la obtencidon de fracciones con
actividad de xilanasas y feruloilesterasas que fueron analizadas mediante SDS-PAGE.

Se identificaron las enzimas de interés seleccionando bandas en SDS-PAGE utilizando

espectrometria de masas y alineacién mediante BLAST-NCBI.
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CONCLUSIONES

Uno de los temas que preocupan al sector industrial es el desecho de efluentes industriales que son
vertidos al drenaje municipal, en ocasiones sin tratamiento alguno. En el caso del nejayote, las
propiedades fisicoquimicas de este residuo agroindustrial lo convierten en un potente contaminante, que
ha sido dificil tratar debido a su compleja composicion. Se han patentado diferentes procesos para
recuperar alguno de los componentes como la goma de arabinoxilanos o acidos hidroxicinAmicos. En

este trabajo se logra redutilizar el nejayote en su totalidad.

El desarrollo de este trabajo permitié determinar las condiciones y tratamiento necesario para utilizar
nejayote como medio de cultivo en la produccién de enzimas degradadoras de pared celular, la
presencia de arabinoxilanos y acido ferdlico en el nejayote permiten la induccion de enzimas
identificadas como xilanasas y feruloilesterasas en buenas cantidades asi como diversas enzimas
degradadoras de pared celular, empleando como microorganismo productor Aspergillus niger FP160,
una cepa autéctona de nuestro grupo de trabajo que ha logrado superar a otras especies de Aspergillus,
autoéctonas y de coleccion que fueron probadas.

El uso de microorganismos catalogados como GRAS permite que los productos obtenidos tengan una
amplia aceptacion en la industria, por lo que el uso de Aspergillus niger en la produccién de enzimas
degradadoras de pared celular es una propuesta viable. Adicionalmente al concentrado enzimatico con
un amplico consorcio de enzimas, se puede evaluar la presencia de acidos hidroxicinamicos con alto

valor agregado, como el acido vanillico, que puedieran ser purificados previa extracciéon de las enzimas.
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ANEXO

Tabla A1l. Registro fotografico de las cepas del género Aspergillus creciendo en presencia de acido ferulico. Medios y
tiempos de incubacion sefialados en tabla. 37 °C.

Grupo 1

Grupo 2

En sentido de las manecillas del reloj
iniciando por la flecha

1. FP120; 2. FP700; 3. N402; 4.FP500;

5. FP290

En sentido de las manecillas del reloj
iniciando por la flecha
1. FP250; 2. FP160; 3. NRRL3112;
4.NRRL502; 5. NRRL334

0.1%

Medio en Dias de
placa incubacion
Medio minimo
+ 3

Glucosa 1%

Medio minimo

+ Glucosa 1% 3
+ Acido ferdlico

0.1%

Medio minimo

+ Acido ferdlico 5
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Tabla A2. Registro fotografico de las cepas del género Aspergillus creciendo en presencia de etilferulato. Medios y tiempos
de incubacién sefialados en tabla. 37 °C.

0.05%

Grupo 1 Grupo 2
Medio Dias de En sentido de las manecillas del reloj En sentido de las manecillas del reloj
incubacién iniciando por la flecha iniciando por la flecha
1. FP500; 2. FP250; 3. FP120; 1. NRRL3112; 2. FP700; 3. FP160;
4.NRRL502; 5. FP290 4.N402; 5. NRRL334
7 J— ‘:*?\_A’/
Medio minimo
+
6
Glucosa 1%
(control)
Grupo 1 Grupo 2
Medio en Dias de En sentido de las manecillas del reloj En sentido de las manecillas del reloj
placa incubacién iniciando por la flecha iniciando por la flecha
1. FP500; 2. NRRL502; 1. NRRL3112; 2. FP290;
3. FP250; 4.N402; 5. FP700 3. NRRL334; 4.FP160; 5. FP120
Medio minimo
+ Glucosa 1% 6
+ Etilferulato
0.05%
Medio minimo
+ Etilferulato 11
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Tabla A3. Resultados de la identificacion de proteinas por espectrometria de masas.

MKEINTVSCL TTLLSLTAKI AAHGHVSNIV INGVSYRGWD INSDPYNSDP PVVVAWQTPN TANGFITPDE YGTDDIICHL DATNAEGHAV IAAGDKISLQ
WTTWPDSHHG

Muestra PVISYLANCG SSCETVDKTT LEFFKIDGVG LVDDSSVPGT WGDDQLIADN NTWLVEIPPD IAPGYYVLRH ELIALHGASS ENGAQNYPQC FNLQVTGSGT
A AEPSGVLGTE

LYSPTDPGIL IDIYQSLSTY EVPGPTLIPE AVSVVQSSST ITASGTPVTG TAASATS
MKQFSAKYAI AVWVTAGHAL AASTQGISED LYSRLVEMAT ISQAAYADLC NIPSTIIKGE KIYNSQTDIN GWILRDDSSK EITVFRGTG SDTNLQLDTN
YTLTPFDTLP
QCNSCEVHGG YYIGWISVQD QVESLVQQQV SQFPDYALTV TGHSLGASLA ALTAAQLSAT YDNIRLYTFG EPRSNQAFAS YMNDAFQASS
PDTTQYFRVT HANDGIPNLP
PADEGYAHGV VEYWSVDPYS AQGNTFVCTGD EVQCCEAQGG QGVNNAHTTY FGMTSGHCTW
MKGTAVATAL ALGASTALAA PSSTIKARDD VTAITVKGNA FFKGDDRFYI RGVDYQPGGS SKLADPIADA DGCKRDIEKF KELGLNTIRV YSVDNSKDHD
ECMNALADAG
IYLVLDVNTP KYSLNRADPA PSYNDVYLQY IFATVDKFAS YKNTLAFFSG NEVINDGPSS KAAPYVKAVT RDLRQYIRSR NYREIPVGYS AADIDTNRLQ
MAEYMNCGTD
DERSDFFAFN DYSWCDPSSF TTSGWDQKVK NFTGYGLPLF LSEYGCNTNK REFEEVSALY DTKMTGVYSG GLVYEYSQES SNYGLVEING

Muestra | DSVKTLSDYD ALKSAYSKTS

B NPEGDGGYNK TGGANPCPAK DSPNWDVDGD SLPAIPEPAK KYMTEGAGKG AGFSGSGSMN AGTASTSTAT PGSGSASSSS SSSGSSGTST

SSTGAAAGLQ VPGFAMAPVYM
VGLVTVLSTV FGAGLVLL
MKLSLLSLFF TPIFALPSHL TPRNDIPPFF LLAGDSTTAV QSSGGGGWGD GFINTTLHKG AKGINYGHDG ATTVSFRSGG DWATVLSKVA EYKSDYRAFV
TIQFGHNDQK
PAANISLAEY TSNLEQFAKD VKNAGGTPIL VTPLSRRNYD NSTGTPLVIE NLAEQRAATI DAAKNTDTSY IDLNKASTDY LNSIGPADAY TYNLASDDYT
HLNGEGSIVF
GGMVASLIDQ DFTELKSDGY VKVNAKLLAA LEEGKYYWP
SSGYSGSCSS GSPCTGDLTY YVAGLGSCGI TSNGNTDMVY ALPHGIMQDS DCGKTVKITY NGVTDYGTVW DKCMGCDDVS IDLSEKLFKK
FGTESEGRLT GAEWYI
MKGTAVATAL ALGASTALAA PSSTIKARDD VTAITVKGNA FFKGDDRFYI RGVDYQPGGS SKLADPIADA DGCKRDIEKF KELGLNTIRV YSVDNSKDHD
ECMNALADAG
IYLVLDVNTP KYSLNRADPA PSYNDVYLQY IFATVDKFAN YKNTLAFFSG NEVINDGPSS KAAPYVKAVT RDLRQYIRSR NYREIPVGYS AADIDTNRLQ
MAEYMNCGTD
DERSDFFAFN DYSWCDPSSF TTSGWDQKVK NFTGYGLPLF LSEYGCNTNK REFEEVSALY DTKMTGVYSG GLVYEYSQES SNYGLVEIDG
NNVKTLSDYD ALKSAYSKTS
NPEGDGGYNK TGGANPCPAK DSPNWDVDGD SLPAIPEPAK KYMTQGAGKG AGFSGSGSMN AGTQSTSTAT PGSGSVSSSS SSSGSSGTST
SSTGAAAGLQ IPGLAMAPVM

Mu%stra VGLVTVLSTV FGAGLVLL

MKFFKAKGSL LSSGIYLIAL TPFVNAKCAL PSSYSWSSTD ALATPKSGWT ALKDFTDVVS DGKHIVYAST TDEAGNYGSM TFGAFSEWSN MASASQTATP
FNAVAPTLFY

FKPKSIWVLA YQWGSSTFTY RTSQDPTNVN GWSSEQALFT GKISDSSTNA IDQTVIGDDT NMYLFFAGDN GKIYRSSMSI NDFPGSFGSQ YEVILSGARN
DLFEAVQVYT

VDGGEGDTKY LMIVEAIGST GHRYFRSFTA SSLGGEWTAQ AASEDQPFAG KANSGATWTE DISHGDLVRN NPDQTMTVDP CNLQLLYQGH
DPNSSGDYNL LPWKPGVLTL KQ

YIVESYGDYN PGSGGTYKGT VTSDGSVYDI YTATRTNAAS IQGTATFTQY WSVRQNKRVG GTVTTSNHFN AWAKLGMNLG THNYQIVATE
GYQSSGSSSI TVQ
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Muestra
D

MHQRALLFSA LLTAVRAQQA GTLTEEVHPS LTWQKCTSVG SCTEQSGSVV IDSNWRWTHS VDDSTNCYTG NTWDSTLCPD DETCATNCAL
DGADYESTYG ITTDGDSLTL

KFVTGSNVGS RVYLMDTSDE KYQTFDLLDA EFTFDVDVSN LPCGLNGALY FTAMDADGGT SRYPANKAGA KYGTGYCDSQ CPRDLKFING
EANVDGWEPS SNNDNTGIGN

HGSCCPEMDI WEANKISTAL TPHPCDSSSQ TMCEGNNCGG TYSDDRYGGT CDPDGCDFNP YRMGNESFYG AGKIVDTGSK MTVVTQFITD
GSSSLSEIKR YYVQNGKVIA

NAESSISGVT GNSITTDFCT AQKKAFGDDD VFAAHNGLAG ISDAMSSMVL ILSLWDDYYS SMEWLDSDYP ENATATDPGV ARGTCDSESG
VPATVEGAHP DASVTFSNIK

FGPINSTFSA SA

MHVKSYLSAV LYGLPALTQV AAAKSTGDPF QLYTISAENI TAKLIPYGAR LTSLLVPDRD GNFQDVVVGY DDPKQYLKDT ETNHTYFGAV VGRYANRIKN
GTFSIGSDVY

HIPENENDGE DTLHGGTVGY DQRNWTVTAY SNSSITFTLV DRAFEDFPGD VITHATFSVQ TKVTPENPQG LPQLTTKLVS LALTETTPIM LANHIYWNLN
AFKDETILED

TWLQLPLSKR LIGTNGILIP NGTILDVDVY DGAPDFVSGK LYGQDIEKTD GLCGTDCIGY DNCFIVDRPP QYAARNSIVP IIHMNSSTTG ISLDVATNQQ
ALQIYACNSQ

NGTIPVKQSQ VQRNKAEGVD GAEYVNQHGC IVIETEGWID GINNPQWGQL PDQIYSPETG PAVNWATYQF GTV

MSFRSLLALS GLVCSGLASV ISKRATLDSW LSNEATVART AILNNIGADG AWVSGADSGI VVASPSTDNP DYFYTWTRDS GLVIKTLVDL FRNGDTDLLS
TIENYISSQA

IVQGISNPSG DLSSGGLGEP KFNVDETAYT GSWGRPQRDG PALRATAMIG FRQWLLDNGY TSAATEIVWP LVRNDLSYVA QYWNQTGYDL
WEEVNGSSFF TIAVQHRALV

EGSAFATAVG SSCSWCDSQA PQILCYLQSF WTGEYILANF DSSRSGKDTN TLLGSIHTFD PEAGCDDSTF QPCSPRALAN HKEVVDSFRS IYTLNDGLSD
SEAVAVGRYP

KDSYYNGNPW FLCTLAAAEQ LYDALYQWDK QGSLEITDVS LDFFQALYSD AATGTYSSSS STYSSIVDAV KTFADGFVSI VETHAASNGS LSEQYDKSDG
DELSARDLTW

SYAALLTANN RRNSVMPPSW GETSASSVPG TCAATSASGT YSSVTVTSSP SIVATGGTTT TATTTGFGGY TSTSKTTTTA SKTSTTTSST SCTTPTAVAV
TFDLTATTTY

GENIYLVGSI SQLGDWDTSD GIALSADKYT SSNPLWYVTV TLPAGESFEY KFIRIESDDS VEWESDPNRE YTVPQACGES TATVTDTWR

MVQLNTLLTG LAGLASVVSA HPGHDIRAEA AERAAFMKRA PRSLSDCSAK LKARGLEKQS IARRENAVNA IRQKRGLQTH APLLKARDLD TILNTTHHSS
LNVSPETDPN

VLFASNATCV LGPDVTQGPY YVTGELIRND ITETQEGVPL YLDIQLIDTS TCEPVPEIYI DIWHCNATGV YSGVAASGNG DSSDTSNLDA TFLRGIQQTD
SDGVVQFNSI

FPGHYTSRAT HIHVLSHSPN ETTALPNNTI SGLYTSHANY VGQLFFDQDL ITKVEATSPY STNTQELTEN ADDSILSEEA DTIDPFVEYV LLGDDVSDGV
FGWISLGIDV

SENSEITPAA EYTADGGVEN DSSSSGMGGG GGSAPSGGAA PSGSA
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