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Resumen

Las enzimas degradadoras de carbohidratos que los hongos del género Aspergillus son capaces de producir, han
cobrado gran interés debido, entre otras cosas, a su aplicacion en los procesos de obtencion de etanol a partir
de materias primas de bajo costo, como los residuos agroindustriales. Buena parte de las proteinas del sistema
xilanolitico secretadas durante el cultivo de Aspergillus flavipes FP-500 en olote de maiz son adsorbidas en el sélido
residual, a diferencia de las que se producen en cultivos con salvado de trigo, donde practicamente no se adsorben.
La recuperacion de proteinas con soluciones de lavado a partir de ambos residuos indica que el incremento del pH
favorece la desorcion de las proteinas. Asi mismo, la adsorcion de las proteinas del sistema xilanolitico es més
selectiva en salvado de trigo que en olote de maiz y puede verse influenciada por mas de un mecanismo, ya que
ademds de la adsorcion debida a la interaccion aleatoria de las proteinas con la superficie de los residuos, estas
también podrian establecer interacciones especificas con ciertas regiones expuestas de los polisacaridos debidos a la
presencia de dominios de unién a carbohidrato en la secuencia de algunas de las proteinas involucradas.
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Abstract

Carbohydrate degrading enzymes produced by fungus such as Aspergillus are interesting due to its application into
process of ethanol production using cheap materials such as agro-wastes. Proteins of xylanolytic system which are
secreted during Aspergillus flavipes FP-500 culture with corn cobs as a carbon source, are adsorbed in the solid
matrix of cobs unlike wheat bran in which virtually are non-absorbed. Recovery of proteins with washing solutions
from both agro-wastes and protein sequences of some of these proteins shows: that increase of pH improves protein
desorption, adsorption of xylanolytic system proteins is pretty much selective in wheat bran than in corn cobs and the
adsorption of that proteins could be influenced by random interaction between protein and polysaccharide surface as
well as specific interactions of proteins with polysaccharides by carbohydrate binding domains of certain involved
proteins.

Keywords: xylanases, corn cobs, protein, desorption, Aspergillus.

1 Introduccion aplicaciones muy diversas (Ng, 2004).

Aspergillus es un género que ha sido clave en el
Los hongos son un grupo de microorganismos con desarrollo de la biotecnologia moderna, debido a la
un impacto importante en la actividad humana. diversidad de enzimas que es capaz de secretar y el
Particularmente, los hongos filamentosos secretan una uso que se le ha dado a las mismas.

gran variedad de proteinas de interés biol6gico con
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En 1894, Jokichi Takamine realizd estudios con
diastasas (hoy conocidas como amilasas) de
Aspergillus oryzae para utilizarlas en la preparaciéon
de alimentos de la cocina tradicional japonesa. A
partir de entonces, diversas cepas de Aspergillus han
sido empleadas en una gran variedad de procesos,
(Flores y col., 2011); como la produccién de 4cido
citrico por parte de Aspergillus niger o la obtencién
de farmacos como mevalonina y 4cido itacénico por
parte de Aspergillus terreus (Benet, 1998).

En 2009 el mercado de enzimas de interés
industrial alcanzé una demanda que estd cerca de
los 5.1 billones de ddlares (Arora y col., 2009). Las
enzimas con actividad sobre la pared celular vegetal
son un grupo que ha captado fuertemente la atencion,
debido a su aplicacién en una amplia gama de procesos
industriales. Particularmente las xilanasas se emplean
en procesos de clarificacién de jugos, elaboracién de
detergentes, blanqueo de pulpa Kraft y recientemente
en la conversiéon de materiales lignoceluldsicos a
combustibles (Arora y col. 2009).

La necesidad de producir a gran escala y bajo costo
este tipo de enzimas genero la busqueda de materiales
econdmicos que funcionaran como medios de cultivo
para los organismos productores de estas enzimas.
Diversos residuos agro-industriales poco valorados
hasta ahora han sido utilizados para diversos fines
(Bolio y col., 2011) y como una alternativa viable
frente al uso de cereales utilizados anteriormente como
fuentes de carbono en cultivos de microorganismos
(Gongalves y col. 2010; Kadam y Mc Millan, 2003).
Se estima que en los Estados Unidos de Norteamérica
se generan anualmente cerca de 500 millones de
toneladas de estos residuos, por lo que su abundancia
los convierte en una opcién muy rentable para
disminuir los costos de produccién de enzimas.

Se sabe que la invasién de los hongos en este tipo
de residuos agroindustriales favorece el crecimiento
superficial del micelio y la facil recuperacion
de los productos de cultivo utilizando soluciones
tamponadas (Nigam y Pandey, 2009). Sin embargo,
estos materiales poseen la capacidad de adsorber
distintos tipos de moléculas, entre las que se
encuentran las proteinas gracias a la exposicién
de grupos carboxilos y grupos fendlicos presentes
en los polisacdridos asi como en la lignina de la
pared celular vegetal. Dada la composicion definida;
es decir el porcentaje de celulosa, hemicelulosa,
lignina y demds componentes poliméricos de los
residuos, estos pueden poseer distinta capacidad de
adsorcién, que a su vez es susceptible a modificacion
por medio de mecanismos de deslignificacion,

esterificacion o hidrolisis (Demirbas, 2008). Sin duda,
esta caracteristica representa un problema durante
la recuperaciéon de enzimas producidas cuando se
utilizan residuos agroindustriales en los cultivos de
hongos productores de enzimas lignoceluldsicas.

El presente trabajo tiene como objetivo demostrar
que una parte importante de las proteinas producidas
durante los cultivos de Aspergillus flavipes FP-500 son
adsorbidas en los residuos agroindustriales utilizados
como fuentes de carbono y que esta capacidad varia
de acuerdo con el tipo de residuo empleado. Ademas,
sefalar que la retencion de estas proteinas podria estar
sujeta no solo a mecanismos de adsorcién debida a
interacciones aleatorias entre el sélido y las proteinas,
sino a uniones especificas debidas a la presencia de
dominios de unién a carbohidratos.

2 Materiales y métodos

2.1 Cultivo de A. flavipes FP-500 Yy
seleccion de condiciones de lavado
de olote de maiz y salvado de trigo
residual.

Se obtuvieron cultivos de A. flavipes FP-500 en medio
liquido utilizando 100 mL de medio basal (K,HPO4
0.2 %, K;HPO,4 0.2%, (NH4),SO4 0.5 %) con olote de
maiz y salvado de trigo 1% en matraces Erlenmeyer
de 500 mL. Cada cultivo tuvo una duracién de 64 h y
se mantuvo a 37°C con agitacién orbital de 200 rpm
con un inoculo de 10% esp/mL. Al cabo del tiempo
de cultivo se separaron los sélidos residuales (olote 6
salvado+ biomasa) y el liquido por filtracién con papel
filtro Whatman No. 1. Los sélidos fueron divididos en
tres partes, cada una lavada tres veces con una solucién
diferente: buffer PBS pH = 6.8 (NaCl 136 mM, KCl
2.68 mM, Na,HPO4-7H,0 4.29 mM, KH,PO41.47
mM), solucién IM NaCl y buffer de extraccion
(Buffer de fosfatos 50 mM, pH 7.5, MgCl 5 mM, S-
mercaptoetanol SmM, EDTA1.71 mM). Se utiliz6 la
misma muestra de sélidos de olote de maiz y salvado
de trigo en cada desorcion ya fuera para la sucesién de
tres o cuando el ndmero de desorciones se extendié
a diez. Durante cada desorcidn, los solidos fueron
agitados por inversion de los tubos de centrifuga en los
que fueron depositados y posteriormente el volumen
de soluciéon de lavado fue colectado para realizar
las determinaciones correspondientes de proteina y
actividad xilanolitica. Una alicuota de la solucién
recuperada después de cada desorcién fue empleada
para la obtencioén del SDS-PAGE correspondiente. Al
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cultivo liquido filtrado y libre de células antes citado se
le denominard cultivo liquido a lo largo de este texto,
para diferenciarlo de la proteina desorbida por medio
del lavado de los sélidos residuales.

2.2 Determinacion de proteina

La proteina desorbida, asi como la del cultivo
liquido se cuantificé utilizando el reactivo de
Bradford (Sigma-Aldrich Co L.L.C St. Louis Mo);
determinando el cambio de absorbancia de las
muestras a 595 nm. Se us6 una curva estandar de suero
de albiimina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich Co L.L.C
St. Louis Mo) utilizando un espectrofotémetro Varian
de doble haz UV-Vis Cary 50.

2.3  Determinacion de actividad xilanolitica

La actividad xilanolitica de la proteina desorbida, asi
como en el cultivo liquido se determind mediante el
cambio de absorbancia de las muestras a 575 nm
utilizando la técnica de azicares reductores descrita
(Miller, 1959). Se utiliz6 una curva estandar de xilosa
y se empled el mismo espectrofotémetro citado en el
apartado anterior. Una unidad de actividad xilanolitica
se define como la cantidad necesaria de enzima que se
requiere para liberar 1 ymol de sustrato por mL en 20
minutos de reaccion.

2.4 Andlisis de integridad del micelio

Se analizé la integridad del micelio por microscopia
confocal. Se colectaron muestras de olote residual del
cultivo de A. flavipes FP 500 sometidas a una serie de
5 lavados con buffer PBS y muestras del mismo sin
lavar. Se utiliz6 un microscopio confocal de escaneo
laser Olympus Fluoview FV-1000.

2.5 Efecto del pH en la desorcion de
proteinas en olote de maiz residual

Se tomaron alicuotas del cultivo de A. flavipes FP
500 en olote de maiz con una cantidad de sélido
equivalente a 0.21 g/peso seco y se colocaron en tubos
de centrifuga. A cada alicuota le fue ajustado el pH
in situ para alcanzar valores de 2, 4, 6, 8 y 10, con
excepcion de un control al que se le mantuvo con el pH
final del medio de cultivo. Los tubos se agitaron por
inversion durante 5 minutos y posteriormente el sélido
fue retirado por centrifugacion y al sobrenadante le
fue determinada la cantidad de proteina y actividad
xilanolitica.

WWW.rmiq.org

2.6 Obtencion de SDS-PAGE

Las alicuotas provenientes de la proteina desorbida
fueron precipitadas dentro de un bafio de hielo
utilizando una solucién 10% de acido tricloroacético
(TCA) en acetona y 0.07% de B-mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich Co L.L.C St. Louis Mo). El
precipitado se recuperd centrifugando las muestras
a 14,000 rpm y posteriormente fue lavado tres veces
utilizando una solucién de acetona y 0.07% de S-
mercaptoetanol. La acetona residual se dejé evaporar
hasta sequedad. El precipitado se re suspendi6 en una
solucién 0.1 N de NaOH y se mezcl6 con buffer de
carga para su separacion en geles de acrilamida 15%
de acuerdo con el protocolo de Laemmli (1970). Las
muestras de proteina del cultivo liquido obtenidas
tanto a partir de los cultivos en olote como en
salvado también fueron precipitadas por el mismo
método. Ademads se obtuvo un zimograma de actividad
xilanolitica en SDS-PAGE 15% tefiido con rojo Congo
a partir de las muestras de protefna sin precipitar
provenientes del cultivo liquido en olote de maiz.

2.7 ESI-MS/MS y andlisis de los péptidos

Las tres bandas seleccionadas a partir del SDS-PAGE
15% con muestras de proteinas del cultivo liquido
de A. flavipes FP-500 fueron escindidas del gel y
separadas por cromatografia liquida de alta resolucién
acoplada a espectrometria de masas (Electrospray LC-
ESI-MS/MS) utilizando un equipo LTQ orbitrap de
Termo (Thermo Electron Corporation, MA, USA). La
identificacién de las secuencias obtenidas se realizd
por alineamiento con otras secuencias de enzimas
glucoésido hidrolasas publicamente disponibles en las
bases de datos del NCBI y Uniprot utilizando el
software BLASTp y CLUSTALW. Asi mismo, se
realizé la busqueda de dominios de proteina en las
secuencias que mayor similitud mostraron con los
péptidos hallados; utilizando la base de datos de
dominios conservados CDD del NCBI.

3 Resultados y discusion

3.1 Retencion de proteina en olote de maiz

y salvado de trigo residual de los
cultivos de A. flavipes FP-500

Durante la recuperaciéon de proteina secretada en
los cultivos liquidos de A. flavipes en olote de maiz
se observé que la concentracion de ésta presentaba
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Tabla 1. Concentracién de proteina y actividad xilanolitica. Desorcién de proteina con tres soluciones de
lavado a partir olote y salvado residual de los cultivos de A. flavipes FP-500

Olote de maiz

Salvado de trigo

Solucién de Proteina  Actividad Actividad especifica Proteina  Actividad Actividad especifica
lavado pg/gt U/g* (Ulug) pg/gt U/g* (Ulug)
Buffer PBS 1367+1 1018 £7 0.74 79 £ 1 74 £ 1 0.93
NaCl 1M 1234 £ 15 864 +6 0.7 < 5ug¥ 57+3 —
Buffer de Extraccién 624 +39 767 + 13 1.22 < Sug* 75+ 1 —

*Proteina y unidades de actividad xilanolitica determinadas por gramo en peso seco de olote de maiz residual

¥ Sensibilidad del método de determinacién de protefna (Bradford, 1976)

valores promedio de 159 + 63 ug/mL, aun cuando
se utilizaba la misma concentracion de indculo,
fuente de carbono y volumen de medio de cultivo
y fueron sometidas a tratamientos idénticos antes
de la determinacién de proteina. No obstante, esta
variacion tan grande no se observaba en los cultivos
liquidos de A. flavipes con salvado de trigo, en
los que se obtenian concentraciones de proteina de
81+ 12 ug/mL. Gracias a experimentos adicionales
realizados en xilano de abedul (datos no mostrados)
se identificé que los sélidos residuales de los cultivos
eran capaces de retener buena parte de la proteina
que se secretaba durante el cultivo, dando lugar a
las grandes variaciones detectadas. Con el fin de
obtener un método que permitiera la recuperacion
de la proteina adsorbida en el sdlido residual, se
seleccionaron tres condiciones de lavado. En cada
una se determind la cantidad de proteina y actividad
xilanolitica recuperada y se obtuvo el perfil de
proteinas resultante en cada condicién. La Tabla 1
muestra los valores de proteina, actividad xilanolitica
y actividad especifica calculada a partir de los valores
de proteina y actividad referidos a los lavados de olote
de maiz y salvado de trigo residual de los cultivos de A.
flavipes FP-500 con buffer PBS, solucién 1M de NaCl
y buffer de extraccidn respectivamente.

Los resultados muestran que tanto en olote de maiz
como en salvado de trigo residual se obtiene mayor
recuperacion de proteina y actividad xilanolitica
cuando se utiliza buffer PBS. El uso de solucién
salina disminuye ligeramente la cantidad de proteina
recuperada en olote de maiz y reduce ain mads los
valores de actividad xilanolitica. En salvado de trigo
se reduce tanto la cantidad de proteina como de
actividad. Por otra parte, el uso de buffer de extraccion
en olote de maiz residual no solo reduce de manera
importante la recuperacién de proteina, sino también
la actividad xilanolitica, mientras que en salvado de
trigo a pesar de que la concentracién de proteina
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Fig. 1. SDS-PAGE de la proteina desorbida a partir
del olote residual del cultivo de A. flavipes FP-500,
lavando con 1) Buffer PBS, 2) Solucién 1M NacCl, 3)
Buffer de Extraccidon.

recuperada es sumamente baja, los niveles de actividad
no poseen diferencia con respecto a los observados
en buffer PBS. Sin embargo, en general se aprecia
que la cantidad de proteina desorbida a partir de olote
de maiz residual es considerablemente mayor a la
que se recupera a partir de salvado de trigo, pues
la concentracién de proteina recuperada por gramo
de sélido es minima. La Fig. 1, muestra el perfil de
proteinas en SDS-PAGE obtenido a partir del lavado
de olote residual del cultivo de A. flavipes FP- 500 en
cada una de las soluciones de lavado. Los perfiles de
proteina muestran que utilizando buffer PBS se obtuvo
un mayor numero de bandas que se distribuyen a lo
largo de todos los pesos moleculares a comparacion
de la solucién de NaCl en la que se observaron menos
bandas y éstas se encuentran mayoritariamente en
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pesos moleculares entre 45 y 97 KDa. El buffer de
extraccion mostré un patréon de proteinas semejante
al observado en PBS, aunque es menos efectivo en la
recuperacion cuantitativa de proteina.

Las soluciones de lavado se seleccionaron con el
fin de aumentar la fuerza idnica mediante la adicién
de una sal y un agente desnaturalizante (NaCl y
B-mercaptoetanol respectivamente) para modificar la
conformacién de las proteinas y favorecer asi la
desorciéon de las mismas. Estos criterios han sido
ampliamente utilizados en el disefio de estrategias
de purificacién de proteinas (Feramisco y Burridge
1980). Cuando se obtuvo la actividad especifica de
las proteinas desorbidas a partir de ambos sélidos
residuales con cada soluciéon de desorcién (Tabla 1),
se observa que la actividad especifica de la proteina
desorbida a partir de olote de maiz con buffer PBS y
NaCl es muy semejante (0.74 y 0.70 respectivamente),
mientras que la observada en buffer de extraccién es de
1.22. Esto indica que con menos proteina se recupera
mayor actividad xilanolitica, es decir, que la desorcién
de proteinas en buffer de extraccidén es selectiva
a las proteinas con actividad xilanolitica, mientras
que tanto PBS como NaCl, desorben todo tipo de
proteina secretada durante el cultivo. Sin embargo, el
B-mercaptoetanol presente en el buffer de extraccion,
es un agente desnaturalizante, por lo que reduce
considerablemente la actividad xilanolitica después de
la exposicién prolongada incluso si este compuesto es
eliminado por didlisis. Por otra parte, en salvado de
trigo la concentracién de proteina determinada en la
soluciones de NaCl y buffer de extraccién estd por
debajo de la sensibilidad del método, por lo que la
actividad especifica no fue calculada salvo para el
buffer buffer PBS con el que se obtuvo un valor de
0.93. Por tales razones, para continuar los estudios de
desorcidn se utiliz6 buffer PBS.

Para asegurar que la proteina determinada se debia
exclusivamente a la desorcién de la misma a partir
del sélido y no a la liberacién de proteina intracelular
debida al rompimiento del micelio; se realizaron
lavados sucesivos al olote de maiz residual del cultivo
de A. flavipes FP-500 y se analiz6 la integridad del
micelio. La Fig. 2 muestra la sucesién de imagenes
obtenidas de A. flavipes FP-500 cultivado en olote
de maiz obtenidas por microscopia confocal. Las
muestras fueron: a) Control no lavado, b) y c) lavado
con buffer PBS. Las imdgenes muestran integridad del
micelio semejante en ambas condiciones. A pesar de
que la longitud de las hifas puede variar en funcién
del estadio de crecimiento, no se observo falta de
proporcién entre la longitud de las mismas o detalles

Fig. 2. Fotografias de microscopia confocal que
muestran la integridad del micelio de A. flavipes FP-
500 a) micelio sin lavar, b) y c¢) micelio lavado con
PBS.

que revelen un dafio importante ni liberacién de
proteina intracelular, que es un criterio importante para
asegurar que toda la proteina determinada después de
cada desorcion se debiera tnicamente a la proteina
secretada.

3.2 Retencion de proteina y actividad
xilanolitica en olote de maiz y salvado
de trigo residual de los cultivos de A.
flavipes FP-500

Con el fin de analizar el nimero de desorciones
necesarias para recuperar la mayor parte de la proteina
adsorbida en ambos residuos, se extendid la sucesion
de lavados realizados con buffer PBS hasta un nimero
de diez. La Fig. 3a muestra los valores de proteina y
actividad xilanolitica determinados a las muestras de
proteina extraida a partir de olote de maiz residual
después de cada desorcion. La proteina recuperada
posee un patrén irregular hasta el lavado ndmero
siete, valor después del cual comienza a decrecer. La
actividad por otra parte posee la tendencia a disminuir.
La Fig. 3b muestra los valores de proteina y actividad
acumulada, asi como el ajuste de ambas curvas, en
las que se observa que la recuperacién de proteina se
ajusta a un modelo polinomial de segundo grado.

De acuerdo con la prediccion de este ajuste, se
requieren hasta 44 lavados para que el nivel de proteina
total recuperada a partir del s6lido alcance su valor
maximo. Mientras que la curva de actividad se ajusta
mds a un modelo logaritmico; este predice que el
nimero de lavados necesarios para desorber toda la
proteina con actividad xilanolitica se extiende hasta
un ndmero infinito. La Fig. 4 muestra el SDS-PAGE
de: a) proteina obtenida a partir de los lavados 1-9
de olote residual, E corresponde al perfil de proteinas
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Fig. 3. Secuencia de desorciéon de proteina a partir
del olote residual del cultivo de A. flavipes FP-500
a) Proteina y Actividad xilanolitica determinada en
cada desorciéon, b) Proteina y actividad xilanolitica
aditiva en olote de maiz. ¢) Secuencia de desorcion de
proteina y actividad xilanolitica aditiva en salvado de
trigo.

kDa

2
200 _—

116 -

]
23

45| -

a)

kDa

——

M
200 | .
116 [

97 | -
66.2 | w—-

45 | —

31

21

b)

14.4 0

Fig. 4. SDS-PAGE de la desorcion de proteina a partir
de olote de maiz residual del cultivo de A. flavipes
FP-500; a) Lineas de 1 a 9, proteina desorbida; linea
M, marcadores de masa molecular y linea E, proteina
secretada en el cultivo liquido. b) Lineas 1-8, proteina
desorbida a partir de salvado de trigo residual.

obtenido a partir del cultivo liquido. Adicionalmente
se determiné la concentracién de proteina que se
desorbe a partir de los lavados de un medio de
cultivo con 1% de olote de maiz sin inéculo y se
obtuvo el SDS-PAGE del mismo que se muestra en la
Fig. 1A (material adicional). Los valores de proteina
determinados (5.00 = 0.45 ug/g de s6lido), asi como el
SDS-PAGE correspondiente indican que la desorcién
de proteina a partir de la matriz del s6lido sin inéculo
es minima debido a que no hay proteina y que aquella
que es desorbida a partir del olote de maiz residual
proviene exclusivamente de la que es secretada por
A. flavipes. La intensidad de las bandas se asocia
con una mayor concentracién de proteinas; en los
carriles correspondientes a los lavados 4 y 7 de la Fig.
4a, se observan incrementos en la intensidad total de
las bandas, que coinciden también con un maximo
de proteina en la curva de la Fig. 3a antes descrita.
Los resultados muestran que el perfil obtenido con
la proteina desorbida es muy semejante al que se
obtiene a partir del cultivo liquido; lo que indica que
la proteina desorbida proviene unicamente de la que se
secreta durante el cultivo.
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Tabla 2. Comparacion de los valores de proteina y actividad obtenidos a partir de
la proteina desorbida de olote de maiz y salvado de trigo residual de los cultivos
de A. flavipes FP-500

Muestra Proteina Actividad  Actividad Especifica
(ug/e) U/g)* (U/ug)
Olote de maiz 12,410+ 14 13,1175 1.056
(cultivo liquido)
Proteina desorbida a partir 20,714 + 141 6,159+ 6 0.29
de Olote de maiz *
Salvado de trigo 8927 +£7 6513 +5 0.729
(cultivo liquido)
Proteina desorbida a partir 38+5 112 £1 2.94

de Salvado de trigo*

* Suma de los valores de protefna y actividad de los 10 lavados

¥ Protefna y unidades de actividad determinadas por gramo en peso seco de residuo

Cuando se realiz6 este mismo andlisis a la proteina
desorbida a partir de salvado de trigo residual y se
compard con los datos obtenidos en olote de maiz;
el resultado fue muy distinto. La Fig. 3c) muestra
los valores de proteina y actividad acumulada, ambos
determinados a partir de salvado de trigo residual. En
esta se observa que durante las primeras desorciones
se recupera la totalidad de la proteina adsorbida en
el material, ya que en las desorciones sucesivas no
se observa ningin cambio. La Tabla 2 por otra parte,
presenta los valores de proteina y actividad xilanolitica
determinados tanto en el cultivo liquido como a la
suma de las diez desorciones realizadas en olote
de maiz y salvado de trigo residual, asi como la
actividad especifica calculada a partir de estos valores.
Al comparar la proteina determinada en el caldo de
cultivo y la recuperada a partir de las desorciones
de olote de maiz residual, se observa una cantidad
importante de proteina y actividad xilanolitica que
es retenida en el sélido. Se calculé que la proteina
estimada al final de las diez desorciones era 1.66 veces
mayor que la toda la proteina que se recuper6 en el
caldo de cultivo. Esto indic6 que casi dos terceras
partes de la proteina total secretada por el hongo es
retenida en la matriz sélida del olote y no puede ser
recuperada a menos que se emplee un medio adecuado
para hacerlo. Cuando se realiz6 el mismo andlisis en
salvado de trigo y se compararon los valores de la
proteina recuperada a partir del cultivo liquido contra
los de proteina desorbida; se encontré que la proteina
recuperada en el cultivo liquido es 234 veces mayor
que la que se desorbi6 a partir del sélido. La actividad
xilanolitica también es mucho mayor en el cultivo
liquido que la desorbida a partir del sélido residual,
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lo que indica que la proteina y actividad retenida
en salvado de trigo no alcanzd valores importantes.
En la Fig.4b se muestra el SDS-PAGE obtenido con
proteina desorbida a partir de salvado de trigo residual
del cultivo de A. flavipes FP-500. A excepcién de un
pequeiio grupo de bandas que se observan, la cantidad
de proteina que fue retenida en salvado de trigo es
insignificante. Sin embargo, cuando se compararon
las actividades especificas de los caldos de cultivo y
la proteina desorbida a partir de ambos residuos, se
determiné que en el caldo que proviene del cultivo
en olote se obtiene mayor actividad especifica con
respecto a la proteina desorbida a partir del sélido
residual, es decir; hay mds proteinas con actividad
xilanolitica en el caldo de cultivo que en la proteina
que se desorbe. Mientras que en salvado de trigo, la
actividad especifica de la proteina que se desorbe es
muy alta, lo que indica que a pesar de que es muy poca
la proteina que puede adsorberse en salvado, la mayor
parte de ella posee actividad xilanolitica, lo que indica
que la selectividad de estas proteinas a unirse a alguno
de los sélidos es mayor para salvado de trigo.

La hemicelulosa tiene una presencia importante en
la composicién de ambos residuos, ya que representa
cerca del 42% del peso total del olote de maiz y
apenas el 25% en salvado de trigo. La presencia de
almidén es menor en olote de maiz que en salvado
de trigo, no asi celulosa, que tiene una presencia
mayor en olote de maiz como se muestra en la
tabla Al (material adicional). La composicién del
salvado es mas heterogénea que la de olote, constituida
mayoritariamente por celulosa y hemicelulosa.
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Tabla 3. Comparacion de la proteina y
actividad desorbidas a diferentes valores de
pH de las muestras de olote de maiz y salvado
de trigo residual de los cultivos de A. flavipes

FP-500
pH Proteina Actividad
(ug/®)* (9%
Control ¥ < 5ug* 1849 + 7
2 < Sugt 1942 + 2
4 < 5ugt 1890 + 1
6 420+ 5 1945 +3
8 497 +£3 1854 + 1
10 2463 +3 1871+ 1

# Control= Posee el pH del medio de cultivo= 2.8
¥ Protefna y unidades de actividad determinadas por
gramo en peso seco de residuo

£ Sensibilidad del método de determinacién de
proteina (Bradford, 1976)

También la relacidn arabinosa/xilosa difiere
ampliamente en olote y salvado (0.12 y 0.7
respectivamente). Esto tiene un efecto directo en la
capacidad que cada residuo posee para exponer sus
grupos funcionales. La presencia de sustituyentes en
la cadena principal de polisacaridos y la concentracién
de los polisacdridos son factores determinantes
para establecer sus mecanismos de unién, ya que
la adsorcién del xilano y celulosa requiere de un
menor grado de sustitucién de xilano con cadenas
de arabinosa o de grupos acetilo y concentraciones
mucho menores del mismo pueden interactuar mejor
con celulosa (Kabel y col. 2007). Considerando
que la presencia de cada polisacarido es diferente
en ambos residuos al igual que su concentracion,
es posible que también su grado exposicién sea
diferente, lo que traeria como consecuencia que la
capacidad de interaccién entre unos polisacaridos y
otros o de polisacdridos con otras moléculas (como
las proteinas) difiera en funcién del tipo de residuo
y su composicién, explicando asi las diferencias
observadas con respecto a la adsorcién selectiva de
proteinas en ambos residuos.

3.3 Efecto del pH en la desorcion de
proteina y actividad xilanolitica del
olote de maiz residual

Dado que olote de maiz demostr6 retener una
cantidad importante de proteinas, a diferencia de
lo observado con salvado de trigo, se planteé un

experimento adicional con el fin de determinar el
efecto que la modificacion del pH tiene en la
desorcion de proteinas retenidas en el sélido residual.
En este se determiné la cantidad de proteina y
actividad xilanolitica recuperada a partir de olote
de maiz residual a diferentes valores de pH. La
Tabla 3 presenta los valores de proteina y actividad
xilanolitica determinados en alicuotas de olote de maiz
recuperadas de los cultivos de A. flavipes FP-500.
Los niveles de proteina observados a pH &cido se
mantienen cerca del limite de detecciéon del método,
por lo que no pueden ser cuantificados. A pesar de
esto, se observa que a medida que el pH aumenta
también lo hace la concentraciéon de proteina. Por
otra parte, se observd que los valores de actividad
xilanolitica determinados en cada uno de los pH’s
probados fueron muy semejantes (Tabla 3), mientras
que la actividad especifica calculada a partir de estos
datos para pH 6, 8 y 10 disminuye conforme el
pH aumenta (4.70, 3.73 y 0.76, U/ug de proteina,
respectivamente). Esto indica que si bien se desorbe
mds proteina a pH’s alcalinos, ésta no presenta
abundancia de proteinas con actividad xilanolitica,
por lo que la desorcién a valores altos de pH se
vuelve menos selectiva para las proteinas del sistema
xilanolitico. Las proteinas presentan mayor adsorcion
a una superficie cuando el pH del medio en el que
estdn inmersas es cercano a su punto isoeléctrico; por
lo tanto, la desorcién de la misma también aumenta
cuando el pH es mayor, porque aumentan las fuerzas
de repulsion de la proteina, incrementando la libertad
rotacional, disminuyendo la estabilidad de la misma
(Quiquampoix, 2002). Esto puede explicar el hecho
de que las proteinas adsorbidas en olote de maiz se
desorben cuando el pH se hace més alcalino, puesto
que a pesar de que se tiene una muestra compleja de
proteinas que poseen puntos isoeléctricos diferentes,
en general el punto isoeléctrico de proteinas de hongos
como Aspergillus poseen valores ligeramente acidos.

Como se sefiald anteriormente, las diferencias de
retencion de proteina mostradas por olote de maiz y
salvado de trigo pueden entonces estar relacionadas
con su composicién quimica, (material adicional). Las
diferencias mds importantes halladas en estos residuos
son principalmente la presencia de proteina cruda
y almidén que son mds abundantes en salvado de
trigo, mientras que en olote de maiz, el contenido
de fibra total es mas elevado. Sin embargo, la fibra
total en olote de maiz y que es evaluada como
celulosa y hemicelulosa alcanza los 319 y 342 g/kg
respectivamente (Okeke y Obi, 1994); mientras que
posee un valor de 256 y 250 g/kg en salvado de trigo
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(Graham y col., 1986) sefialando que la composicién
de biopolimeros es mds heterogénea en salvado de
trigo.

La interaccion de celulosa con otros polisacaridos
se ve favorecida con la concentraciéon de ambos, asi
como el drea expuesta de celulosa. La unién xilano-
celulosa por ejemplo, se favorece cuando las cadenas
de xilano estdn menos sustituidas por arabinosa o
grupos acetilo y su concentracidn es baja (Kabel y col.,
2007). La compactacion de la celulosa también posee
un efecto en la interaccion, pues la celulosa amorfa es
mads susceptible a generar interacciones y a adsorber
otras moléculas, mientras que la celulosa cristalina
es menos accesible y reactiva (Mogollén y col.,
2008). De acuerdo con la composicién quimica de los
residuos utilizados en este trabajo, es evidente que la
proporcién en la que se presentan sus componentes es
muy diferente en cada uno, modificando la interaccion
de los biopolimeros presentes, asi como la capacidad
de adsorcién que estos materiales presentan. Esto ha
sido ampliamente descrito en la adsorcién de metales
en distintos residuos agroindustriales como bagazo
de uva, residuos de manzana o cascara de coco
(Farinella y col., 2007), pero a nuestro conocimiento,
no hay referencias previas a este trabajo que describan
la adsorcién selectiva de proteinas del sistema
xilanolitico en residuos agroindustriales. Los valores
de proteina y actividad xilanolitica determinados,
seflalan que las interacciones que se presentan en la
matriz s6lida de olote de maiz favorecen la adsorcién
de las diversas proteinas que son secretadas durante el
cultivo de A. flavipes, mientras que las interacciones
que se presentan en salvado de trigo permiten la
adsorcion selectiva de proteinas, aunque en una
cantidad mucho menor.

3.4 Andlisis de péptidos y dominios de
union a carbohidratos (CBM)

Después de observar las diferencias tan marcadas en
el patron de desorcién de proteina total y proteinas
con actividad xilanolitica, se planted la posibilidad de
que algunas de estas poseyeran dominios de unién a
carbohidratos (CBM por sus siglas en inglés). Tres
bandas con peso molecular de 23, 27 y 33 KDa
respectivamente, fueron seleccionadas a partir de un
SDS-PAGE con muestras de proteina del cultivo de A.
flavipes FP-500 en olote de maiz. Estas bandas habian
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demostrado poseer actividad xilanolitica presentando
zonas de hidrolisis en zimogramas (Fig. 2A, material
adicional) y fueron escindidas del gel para su andlisis
por espectrometria de masas acoplado a masas
(MS/MS). La Tabla 4 presenta las proteinas que fueron
identificadas a partir de un SDS-PAGE con proteina
del cultivo de A. flavipes FP-500 en olote de maiz.
La identidad de las mismas indica que la proteina
de 23 kDa es semejante a la xilanasa de A. terreus
y la proteina de 27 kDa es semejante a la xilanasa
de A. usamii; mientras que la tercera es semejante a
una acetilxilano esterasa también de A. terreus. Las
secuencias completas de las proteinas con las cuales
fueron identificadas se alinearon con las secuencias
de: 1) un dominio de unién a celulosa (CBM) de
A. clavatus (No. de acceso Uniprot AICC3_ASPCL),
2) una proteina de fusién con la secuencia de
xilanasa III y CBM de la familia 9 (No. de acceso
NCBIACRS54951.1). El péptidol (23 KDa) tuvo una
semejanza del 57% y un e =0.25 frente a la secuencia
de CBM de A. clavatus. El péptido 2 mostré una
identidad del 93% y e= 5 x 107" al ser alineada
con la proteina de fusidén, mientras que el péptido
3 mostré una identidad del 67% y e = 10~ al ser
alineada con el CBM de A. clavatus. Estos resultados
indican que al menos dos de las tres proteinas que
poseen mayor semejanza con las que se hallaron en el
cultivo de A. flavipes pueden poseer dominios de unién
a carbohidratos.

La presencia de estos dominios en las proteinas
del sistema xilanolitico de A. flavipes representa un
factor adicional que puede afectar la adsorcion de las
mismas. Los dominios de unién a carbohidrato poseen
secuencias ricas en aminodcidos como: prolina,
glicina e hidroxi aminoécidos (Black y col., 1997;
Kiyohara y col., 2009). No poseen actividad catalitica;
sin embargo, facilitan la hidrélisis de sus sustratos
especificos por interaccién con algunos de los
carbohidratos adyacentes, proporciondndoles soporte
y facilitando el contacto con sus sustratos, han sido
hallados no solo en secuencias de proteinas con
actividad celulolitica, sino xilanolitica y de enzimas
accesorias (Gordillo y col., 2006). El nimero de
secuencias de CBM’s identificadas hasta el dia de hoy
se ha incrementado de manera importante, tanto que
existen 29, 727 moddulos distribuidos en 67 familias
de dominios de unién a carbohidrato de acuerdo
con la clasificaciéon de la base de datos de CAZy
(http://www.cazy.org/) (Cantarel y col., 2009).
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Tabla 4. Proteinas identificadas a partir del cultivo de A. flavipes FP-500 en olote de maiz.

Péptido Identidad Numero de Acceso Identidad  Valor-e
No.1 Endo-1,4-beta-xylanase A XP 001216082.1 94% 2x 1077
(23 KDa) precursor Aspergillus terreus NIH2624 (NCBID)
No.2 Endo-1,4-beta-xylanase ABR 14629.1 70% 3x 10712
(27 KDa) Aspergillus usamii (NCBI)
No.3 Acetilxylanesterase Aspergillus terreus QOCNMS_ASPTN 94% 9x 107
(33 Kda) NIH 2624/ FGSC A1156 (Uniprot)

La presencia de CBM’s en enzimas secretadas
por miembros del género Aspergillus demostré que
no solo la actividad enzimdtica mejora de manera
importante, sino que la sensibilidad a la accién
de proteasas disminuye gracias a la proteccién que
estos dominios y las secuencias de unidén (linkers)
le proporcionan. También, Paldi (2003) demostrd
que aunque la afinidad (K;) de un CBM puede ser
la misma en polisacdridos de diversos origenes, la
concentracion maxima de unién de estos (B,,,,) puede
variar de manera considerable en funcién del origen
del polisacarido; esto fue observado al comparar
los pardmetros cinéticos de unién de CBM’s de
glucoamilasas de A. niger en los cuales By, fue casi
siete veces mayor en almidén de maiz con respecto
al de papa. Esto indica que la unién de un mismo
tipo de CBM se puede unir cuantitativamente de forma
distinta de acuerdo con el tipo de polisacarido, lo que
podria explicar la gran diferencia observada en los
perfiles de desorcion de proteinas a partir del olote de
maiz y salvado de trigo residual.

Asi, la presencia de CBM’s en las enzimas del
sistema xilanolitico de A. flavipes FP 500, puede ser un
factor adicional en la adsorcidn de proteinas en ambos
residuos. Es decir, que la adsorcién observada en los
residuos probados se debe a la interaccion aleatoria
de las proteinas con los grupos funcionales expuestos
en los polisacaridos, pero también a la interaccién
especifica de los dominios de algunas proteinas con
regiones particulares de los polisacdridos. La curva
de desorcién con valores acumulados de proteina y
actividad mostrada en la Fig. 3b en el que ambas
curvas poseen modelos de ajuste diferentes indica que
las proteinas con actividad xilanolitica presentan un
comportamiento distinto al del resto de las proteinas
secretadas. Que se requiera un nimero muy grande de
desorciones para recuperar las proteinas con actividad
xilanolitica, mientras que solo se requieran 44 para
desorber la de proteina total, sugiere que las proteinas
asociadas con la actividad xilanolitica presentan una
interaccién mads fuerte con el sélido y que podria
asociarse directamente con la presencia de dominios

de unién a carbohidratos.

Los dominios de unién a carbohidrato que han sido
informados en Aspergillus poseen mayoritariamente
sitios de unién a celulosa, pero también a xilano
y xiloglucano (Fernindes y col., 1999; Luis y col.,
2013); algunos de estos CBM’s presentan mayor
afinidad por regiones de celulosa mas ordenadas,
otras por la celulosa amorfa y otros no presentan
diferencias importantes (Quentin y col., 2002). Asi,
la composiciéon de los residuos agroindustriales
utilizados como fuentes de carbono en los cultivos
de A. flavipes podria ser el factor clave que afecta
directamente los mecanismos de adsorcién de estas
proteinas.

Conclusiones

De acuerdo con los resultados observados, la
adsorcion de las proteinas secretadas durante los
cultivos de A. flavipes FP-500 en olote de maiz
y salvado de trigo es diferente. Los valores
determinados de proteina, actividad xilanolitica y
actividad especifica, indican que cuantitativamente la
proteina total secretada por A. flavipes establece una
interaccién mucho mayor con olote de maiz que con
salvado de trigo. Sin embargo, la adsorcion selectiva
de proteinas del sistema xilanolitico es mayor en la
matriz sélida de salvado de trigo, a pesar de que
cuantitativamente una menor cantidad de proteinas
se adsorben en él. Mientras que en olote de maiz,
la mayor parte de las proteinas que pueden ser
desorbidas no pertenecen al sistema xilanolitico, por
lo que la adsorcién es menos selectiva. El pH tiene
un efecto importante en la desorcién de proteinas
retenidas en olote de maiz, no asi en la desorcion
selectiva de proteinas con actividad xilanolitica. La
posible presencia de dominios de unién a sustrato
en las enzimas del sistema xilanolitico de A. flavipes
puede tener un efecto adicional en la interaccion que
estas proteinas establecen con los sélidos residuales
del cultivo, ya que podrian estarse estableciendo dos
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tipos de interaccién: una aleatoria entre los grupos
funcionales expuestos por parte de la proteina total
y los polisacdridos presentes en los residuos; asi
como una especifica establecida entre las proteinas
que poseen dominios de unién a carbohidrato
con regiones especificas de los polisacdridos. Es
importante considerar todo esto durante la seleccién
de residuos agroindustriales que puedan ser empleados
como sustratos en alglin cultivo, ya que de existir
interacciones entre las proteinas producidas y el s6lido
como en el caso aqui descrito en olote de maiz, se
corre el riesgo de aumentar los costos del proceso
debido a la adecuada recuperacion de proteinas y
perder asi el valor agregado que originalmente se le
da al aprovechamiento de estos residuos.
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Fig. Al. SDS-PAGE. Proteina desorbida a partir de
olote de maiz 1% en medio basal sin indculo. Lineas
1-8, proteina desorbida; linea M marcadores de masa

molecular.

Fig. A2. Proteina obtenida a partir del cultivo liquido
de A. flavipes FP-500 con olote de maiz; a) SDS-
PAGE Linea 1, proteina tefiida con azul de Coomassie;
linea M, marcadores de masa molecular. b) Lineas 1
y 2, zimograma de actividad xilanolitica en gel de
acrilamida tefiido con rojo congo.
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