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Resumen

En este trabajo, se presenta la comparacion de la actividad de dos glucosidasas secretadas por un
aislado flingico denominado A7, el cual pertenece a un consorcio microbiano que degrada polimeros
plasticos en suspension. Se caracterizaron morfoldgicamente las colonias del aislado fungico crecido
en los medios de cultivo agar dextrosa papa (PDA), agar dextrosa-extracto de levadura-peptona
(YPD) y agar medio minimo de Mathur sales (MMM), los cuales se incubaron durante 7 dias a 28 °C.
La caracterizacion microscépica del hongo se realiz6 en microcultivos que se tifieron con azul de
lactofenol. Para determinar la capacidad del hongo para aprovechar como fuente de carbono
diferentes polimeros naturales o sintéticos, el asilado se cultivé a 28 °C en MMM adicionado con
diferentes polimeros naturales o sintéticos (0.1% p/v), como fuente de carbono y, utilizando un cultivo
control adicionado con glucosa (GLC). Después de 2 semanas de incubacion, se observo el
crecimiento fungico, mayoritariamente en el cultivo control y, en orden decreciente a los realizados
con celofan dulce (CD), carboximetilcelulosa (CMC), celulosa cristalina (CEL), tereftalato de
polietileno (PET), poliestireno (PS), polietileno de alta densidad (PE) o celofan amargo (CA). Se
analizé la actividad enzimatica y la proteina secretadas en cultivos realizados en condiciones estaticas
0 de agitacién (120 rpm), durante 21 dias a 28 °C, adicionando al MMM los diferentes polimeros
naturales (0.1% p/v). Cada semana se recuperd un cultivo representativo y se determind, en el
sobrenadante libre de células, la actividad de glucosidasa y celobiosidasa utilizando sustratos unidos
a 4-metilumbelliferona (4MU). La proteina secretada se determin6 por la técnica de Lowry y el patrén
de proteinas en geles SDS-PAGE al 10%. Nuestros resultados muestran que el asilado flngico tuvo

un mayor crecimiento radial en YPD>PDA>MMM, con morfologia colonial dependiente del medio

95


mailto:j.maganamartinez@ugto.mx
mailto:castroj@ugto.mx

NUmero especial Estudiantes N 5 'Ennqoggg(ij?%iemo
ISSN 2007-672X 25 al 27 de octubre de 2023 #

Naturaleza y Tecnologia 10° Encuentro Anual de % f i Saanada
‘Q e Investigacion
Universidad de Guanajuato

d

de cultivo empleado. Microscopicamente, se observé un micelio septado, con conidioforos y fialides
conteniendo conidios redondos; sugiriendo un hongo del género Penicillium. La proteina secretada
fue mayor en condiciones de cultivo estatico y el perfil electroforético mostro la secrecion diferencial
de proteinas, con pesos moleculares de 108 - 18 kDa, dependiendo del sustrato utilizado como fuente
de carbono, observandose que el sustrato que indujo la mayor actividad de B-glucosidasa y
celobiosidasa fue la CMC. Con base en estos resultados, se ha iniciado la caracterizacion molecular
del aislado A7 y la purificacién de la actividad enzimatica secretada durante su crecimiento en CMC

y en un futuro determinar su posible aplicacién biotecnoldgica.

Palabras clave: Polimeros naturales y sintéticos; Hidrolasas; Penicillium.

" COMPARISON OF FUNGAL PROTEINS SECRETED BY FUNGAL ISOLATE
A7 UNDER DIFFERENT CULTURE CONDITIONS”

Abstract

In this work, the comparison of the activity of two glucosidases secreted by a fungal isolate called
A7, which belongs to a microbial consortium that degrades plastic polymers in suspension, was
carried out. The colonies of the fungal isolate grown in the culture media potato dextrose agar (PDA),
dextrose-yeast extract-peptone agar (YPD) and Mathur salts minimal medium agar (MMM) were
morphologically characterized, which were incubated for 7 days. at 28°C. The microscopic
characterization of the fungus was carried out in microcultures that were stained with lactophenol
blue. To determine the ability of the fungus to take advantage of different natural or synthetic
polymers as a carbon source, the isolate was grown at 28 °C in MMM added with different natural or
synthetic polymers (0.1% wi/v), as a carbon source and, using a control culture added with glucose
(GLC). After 2 weeks of incubation, fungal growth was observed, mostly in the control culture and,
in decreasing order, those carried out with sweet cellophane (CD), carboxymethyl cellulose (CMC),
crystalline cellulose (CEL), polyethylene terephthalate (PET). , polystyrene (PS), high-density
polyethylene (PE) or bitter cellophane (CA). The enzymatic activity and secreted protein were
analyzed in cultures carried out under static or shaking conditions (120 rpm), for 21 days at 28 °C,
adding the different natural polymers (0.1% w/v) to the MMM. A representative culture was
recovered each week and glucosidase and cellobiosidase activity was determined in the cell-free
supernatant using substrates linked to 4-methylumbelliferone (4MU). The secreted protein was

determined by the Lowry technique and the protein standard on 10% SDS-PAGE gels. Our results
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show that the fungal isolate had greater radial growth in YPD>PDA>MMM, with colonial
morphology dependent on the culture medium used. Microscopically, a septate mycelium was
observed, with conidiophores and phialides containing round conidia; suggesting a fungus of the
genus Penicillium. The secreted protein was higher under static culture conditions and the
electrophoretic profile showed the differential secretion of proteins, with molecular weights of 108 -
18 kDa, depending on the substrate used as a carbon source, observing that the substrate that induced
the highest B activity -glucosidase and cellobiosidase was the CMC. Based on these results, the
molecular characterization of isolate A7 and the purification of the enzymatic activity secreted during

its growth in CMC have begun and in the future determine its possible biotechnological application.

Keywords: Natural and synthetic polymers; Hydrolases; Penicillium.

1. Introduccién

En los ultimos afios, debido al crecimiento
de la poblacion, la exigencia en la calidad
de vida y la industrializacion; se ha
ocasionado un desequilibrio en los ciclos
troficos de muchas especies, las cuales son
afectadas por los residuos generados en los
procesos industriales y el crecimiento

desmedido de la mancha urbana.

La industria de los derivados del petréleo
representa una fuerte actividad econdémica,
con una amplia generacién de empleos
directos e indirectos. Una de sus
motivaciones es el uso de plasticos y
derivados por la poblacion, los cuales se
usan de forma cotidiana ligada a un ritmo
de vida consumista. Esta produccion de

plasticos ha aumentado desde sus inicios

con un incremento constante desde la
década de los afios cuarenta y cincuenta,
especialmente el teflon
(Unidad de
Innovacion de la Universidad de Burgos,

2020). Después de la vida util de los

plexiglas y

Cultura Cientifica e

productos plasticos, estos se desechan y
generan basura en nuestro entorno.
Recientemente, derivado de la pandemia
por el coronavirus (SARS-CoV2), la
Asociacion Nacional de Industrias del

Plastico report6 que el consumo vy
fabricacion de plasticos incrementd un
40% por la individualizacion de materiales
(Alegria, 2022), el uso de mascarillas, las
innumerables compras en linea, asi como

la exigencia de bebidas y alimentos
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sellados, ocasionando toneladas de
residuos que, en el mejor de los casos, se
depositaron en los rellenos sanitarios y, de
no ser asi, se dirigieron a los océanos,
donde se dispersan por sus propiedades de
flotabilidad y durabilidad (Ali y col., 2023;
2014). El

problema asociado a la entrada de residuos

Eriksen y col., principal
plasticos (polimeros sintéticos) en el
medio natural se debe a que la mayoria de
ellos se obtienen a partir de combustibles
resistentes a la

fosiles, y son muy

degradacion (Géngora Pérez, 2014).

Los polimeros naturales y los polimeros
sintéticos difieren en su sintesis y
composicion, y con ello, en su posterior
disposicion final. Los primeros estan
presentes en el medio ambiente y pueden
ser transformados y utilizados
bidticamente, mientras que los segundos,
al ser sintetizados por diferentes procesos
guimicos no son facilmente transformados
en la naturaleza (Abizanda Pardo y col.,
2021). Ante la ineficiencia en los procesos
fisicoquimicos para la eliminaciéon y/o
degradacion de los polimeros naturales y
sintéticos, se ha hecho atractiva la idea de
la biorremediacidn, que busca organismos
capaces de adherirse a la superficie de los

polimeros y utilizarlos como fuente de
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carbono, dando como resultado la

produccion de diferentes productos
intermediarios, o bien, su degradacion
(Abizanda Pardo, 2021; Palm vy col.,,
2019). Un sitio propicio para la busqueda
de organismos capaces de sintetizar
enzimas degradadoras de polimeros,
plasticos o naturales, es identificarlos en su
medio ambiente (rellenos sanitarios,
lixiviados en desechos de fabricas, etc.).
Actualmente, la degradacion microbiana y
enzimatica de los polimeros naturales o
sintéticos  (principalmente  plasticos
residuales) es una estrategia prometedora
para la despolimerizacion hasta sus
monomeros y reciclarlos, o bien, para
convertirlos en bioproductos de mayor
valor, como polimeros biodegradables a
través de su mineralizacion (Mohanan vy

col., 2020).

Particularmente, y con respecto a la
degradacion de los polimeros naturales,
los microorganismos producen una
gamma de enzimas capaces de degradar
dichos polimeros. Se han descrito varios
géneros de microorganismos capaces de
realizar una posible biodegradacion de
ellos:  Arthrobacter,

plasticos, entre

Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces,

Micrococcus, Corynebacterium y
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Nocardia, asi como numerosos tipos de
hongos, como Fusarium spp., Aspergillus
spp. y Penicillium spp. (Ma y col., 2022).
Uno de los microorganismos mas
prometedores en la biorremediacion de
plasticos es la bacteria ldeonella
sakaiensis, la cual es capaz de formar
biopeliculas sobre laminas de PET vy
degradarlas mediante la secrecion de PET
hidrolasa (PETasa) y mono(2-hidroxietil)
tereftalato hidrolasa (MHETasa) (Yoshida

y col., 2021).

En nuestro grupo de investigacion, se
cuenta.  con un  consorcio  de
microorganismos que tienen la capacidad
de utilizar el PET como fuente de carbono
y actualmente se estan caracterizando los
aislados de dicho consorcio (Pérez-
Méndez, 2021; Calder6n-Tinajero, 2023).
Particularmente, en este trabajo se
presenta el crecimiento y actividad de un
aislado fungico denominado A7, cultivado
en medio minimo de sales adicionado de
polimeros naturales y sintéticos, como

fuentes de carbono.
2. Metodologia

2.1 Caracterizacion macroscopica Yy

crecimiento radial

10° Encuentro Anual de
Estudiantes
25 al 27 de octubre de 2023

LLl Semana de
/\X 2 Innovacion,

QO Emprendimiento
- 0 e Investigacion

El aislado fangico se inoculo, en placas de
100 x 15 mm, por medio de un bocado de
5 mm de didmetro en diferentes medios
solidos a pH 4.5: PDA (agar papa
dextrosa), YPD (extracto de levadura de
peptona y dextrosa) y MMM (Medio
Minimo de Mathur sales) incubandolos
por 7 dias a 28 °C. Al término de la
incubacién se analiz6 la morfologia
macroscopica 'y se determind el

crecimiento fangico radial.
Adicionalmente, se hicieron cultivos en
condiciones de anaerobiosis en tubos de
ensayo de 16 x 125 mm, para ello, se
inoculé un bocado de 5 mm de didmetro en
4 mL de MMM adicionado de polimero al
0.1% p/v y 2 mL de aceite mineral para
evitar la difusion de oxigeno y generar la
anaerobiosis. Los polimeros seleccionados
para el cultivo fueron el celofan dulce
(CD), celofan amargo (CA) v, la glucosa

(GLC) como control.
2.2 Caracterizacion microscépica

La caracterizacion microscopica se realizd
mediante la técnica de microcultivo en
medio PDA, incubando por 14 diasa 28 °C
el hongo. Las preparaciones recuperadas
se tifieron con azul de lactofenol, las cuales

fueron observadas en microscopia de
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campo claro (Microscopio Leica DMLS
con una cadmara AxioCam ICcl, Carl
Zeiss). Adicionalmente, se observaron al
microscopio los polimeros empleados

como fuente de carbono.

2.3 Crecimiento del aislado A7 en MMM
adicionado con diferentes polimeros

naturales y sintéticos

Se prepararon matraces Erlenmeyer de 25
mL con MMM liquido y como fuente de
carbono (0.1% p/v) se adicionaron
polimeros sintéticos como tereftalato de
polietileno (PET), poliestireno (PS),
polietileno de alta densidad (PE), celofan
amargo (CA, poliestireno de baja
densidad), y polimeros naturales como
celofan dulce (CD), carboximetilcelulosa
(CMC), celulosa cristalina (CEL) y como
control se utiliz6 la glucosa (GLC).
Posteriormente, se inocularon los matraces
con un bocado de 5 mm de A7 y se
incubaron por 15 dias a 125 rpm y 28 °C.
En un segundo experimento, se inoculd A7
con las siguientes fuentes de carbono:
GLC,CD,CA,CMCy CEL al 0.1% y se
incubaron a 28 °C en dos condiciones de
cultivo, agitacion a 200 rpm y cultivo
estatico, recuperando una alicuota cada

semana durante 21 dias. Después del
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periodo de incubacion se recolectaron los
sobrenadantes (SN) y se centrifugaron a
2655 g por 10 minutos a 4 °C; las pastillas
fueron analizadas en microscopia de
campo claro y los sobrenadantes se
alicuotaron y colocaron a — 20 °C para su
posterior andlisis. En el SN se cuantifico la
actividad enzimética secretada y se
determing la concentracion de proteina por
el método de Lowry (1951), realizando
lecturas a 750 nm en un espectrometro
Epoch BioTek y utilizando como
referencia albumina de suero bovino
(BSA) para determinar la concentracion de
proteina.

2.4 Electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS — PAGE 10%)

Los sobrenadantes previamente obtenidos,
se sometieron a una electroforesis en
condiciones desnaturalizantes en un gel de
poliacrilamida al 10% de acuerdo con el
Laemmli (1970).

Posteriormente, para visualizar el patron

protocolo de

de proteinas se realizd la tincion con

nitrato de plata.

2.5 Determinacion de la actividad

enzimatica secretada

Se determind la actividad enzimatica en

los sobrenadantes de los cultivos
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recuperados después de su crecimiento en
cada fuente de carbono y condicion,
utilizando sustratos derivados de la 4-
metilumbeliferona (4-MU) acoplada a B-
y 4-
metilumbeliferil-glucésido (4-MU-G) y 4-
(4-MU-C),

respectivamente, (Chavez-Ramirez, 2015;

glucésido celobiosido:

metilumbeliferil-celobiosido

Hernandez-Guzman y col., 2016). El
ensayo se realizd con los sustratos a una
concentracion final de 10 uM en solucién
amortiguadora de citrato-fosfato 150 mM,
pH 4.5, en un volumen de reaccién de 200
pL. La mezcla se incubd durante 1 hora a
45 °C y al término de la incubacién, la
reaccion se paré adicionando 2.3 mL de

solucion amortiguadora de bicarbonato de
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sodio-hidroxido de sodio, 0.1 M, pH 10.4.
La fluorescencia liberada se determind a
las longitudes de onda de excitacion y de
emision (Kexe 350 nm; Aem, 440 nm),
utilizando un espectrofluorémetro Perkin-
Elmer LS-5B.

3. Resultados y Discusion

3.1 Caracterizacibon macroscopica Y

crecimiento radial

La morfologia del aislado A7 cultivado en
los diferentes medios: PDA, YPD y MMM
se muestra en la Figura 1, donde se
caracteristicas

observan morfoldgicas

dependiendo del medio de cultivo

utilizado.

PDA
Anverso

Reverso

Medio de cultivo

O

-\‘I%

-
e 43

N

YPD MMM

Figura 1. Morfologia macroscopica del aislado A7 crecido en diferentes medios de cultivo pH 4.5 a

28 °C durante 7 dias. PDA (agar papa dextrosa), YPD (extracto de levadura de peptona y dextrosa)
y MMM (Medio Minimo de Mathur sales).
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En la Tabla 1

caracteristicas de la morfologia del aislado

se describen las
A7 en cada medio. En breve, en los tres
medios se observd una colonia circular con
caracteristicas regulares a excepcion del
medio PDA donde el borde de la colonia
fue irregular; en los tres medios la
elevacion fue plana y el borde tanto en
YPD y MMM liso, mientras que en el

medio PDA fue ondulado. Por otra parte,
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en MMM y PDA, la superficie se noto
suave en comparacion con el medio YPD
donde presentd una superficie surcada
partiendo del centro. El color de la colonia
fue dependiente de la naturaleza y la
composicion del medio, presentandose
una variedad de colores en el anverso o el
reverso de la colonia (PDA y YPD),
mientras que en MMM no se observo una

variacién en su coloracion.

Tabla 1. Descripcion de las caracteristicas macroscopicas de A7 en diferentes medios de cultivo.

Medio Forma Elevacion Borde Superficie Color Color
anverso  reverso
Verde
PDA C ircular Plana Ondular Suave opaco Café
irregular con halo
blanco
YPD Circular Plana Lisa Surcada Blanco Naranja
MMM  Circular Plana Lisa Suave Beige Beige

Por otra parte, se analizo el crecimiento

radial de la colonia a los siete dias en los
diferentes medios; el cual depende de la
composicion del medio de cultivo. En

MMM se obtuvo un crecimiento menor,

en contraste, se observo un crecimiento
mayor en los medios ricos, como el PDA
y YPD (Fig. 2). En la figura 3 se muestra
el crecimiento fungico del dia3y 7.
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Figura 2. Curva de crecimiento radial de A7 en diferentes medios de cultivo durante 7 dias a 28°C

Aislado A7 Dia 3 Dia 7
PDA =

YPD

MMM

Figura 3. Crecimiento radial de A7 en diferentes medios de cultivo
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En la condicion de crecimiento en
anaerobiosis de A7, se tomaron imagenes
del cultivo a los 3, 15 y 30 dias de
incubacion (Figura 4). En las tres fuentes
de carbono (0.1 %): GLC, CD y CA, se
observd un crecimiento en el palillo de
madera (empleado para que el inoculo

permaneciera en la parte inferior), y
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también un crecimiento en el aceite, dando
estos resultados una pauta importante para
inferir que A7 podria secretar enzimas con
caracteristicas de celulasas, debido a su
crecimiento en el palillo de madera
(celulosa) y, de lipasas, por su crecimiento

en el aceite mineral.

3 dias

15 dias

30 dias

Aislado 7 GLC

CD CA

d |
b4

Figura 4. Crecimiento de A7 en condiciones de anaerobiosis
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3.2 Caracterizacion microscopica

La caracterizacion microscopica se realizo
mediante la tincion de azul de lactofenol
por microscopia de campo claro (Figura
5). La tincion permitio observar que A7
presenta conidios con morfologia circular,

el micelio es septado con hifas hialinas, asi

Naturaleza y Tecnologia 10° Encuentro Anual de {ilSamanade
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como la presencia de conidioforos, metula
y fialides; caracteristicas del género
Penicillium.

Figura 5. Morfologia microscopica de A7 tefiido con azul de lactofenol

3.3 Crecimiento de A7 en MMM
adicionado con diferentes polimeros

naturales y sintético

Previo al crecimiento de A7 en MMM con
los diferentes polimeros naturales y
sintéticos, se observaron las estructuras
quimicas y caracteristicas macroscopicas y

microscépicas de los polimeros naturales y

sintéticos que se utilizaron como fuente de

carbono, ademas las imagenes
microscépicas fueron usadas como una
referencia de su forma en los analisis de la

interaccion polimero - A7 (Tabla 2).
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Tabla 2. Polimeros naturales y sintéticos utilizados como fuente de carbono para el cultivo de A7.

Polimeros Sintéticos

Polietilentereftalato Poliestireno Polietileno Celofan amargo
(PET) (PS) (PE) (CA)
g:;rr?]:jcl:g (C10HsO4) n (CsHs) n (C2H4) n
Estructura YO ~HCEE 'U'} —HCH,—CHAR
Quimica J[° “CH:E]L @ {E En éH3
Fotografia

Macroscépica

Fotografia ‘ g“ ‘ B
v R

Microscopica

Barra= )
100mm ~ L # :
Polimeros Naturales
Glucosa Celofan Dulce Carboximetilcelulosa Celulosa
(GLC) (CD) (CMCQ) (Cel)
Férmula
Quimica CeH1206 CH2CO2H (CsH100s) n
CH,OH
Q. 6 Na® /SIC o s o . "
Estructura OH e ) R I
QUimica OH OH s§(° o \0 o H 1 ONoH H\
OH bl b AR wr A |
No polimero ) &
Fotografia

Macroscopica

Fotografia
Microscopica
Barra=
100mm
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Por otra parte, se realizo el crecimiento de
AT con los diferentes polimeros naturales
y sintéticos y transcurrido el periodo de los
15 dias de incubacion se recuperé el SNy
la pastilla y se analizO microscopica y
macroscopicamente. En la interaccion
macroscopica, se cuantifico el crecimiento
cualitativamente como se muestra en la

figura 6; observando un  mayor
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crecimiento en la fuente de carbono con
CEL seguido de CD, CA y CMC. Al
analizar la interaccion microscopica A7 —
polimero se observd un crecimiento de A7
sobre el polimero, el cual se encuentra
embebido en el micelio (Figura 7, cabeza
de flecha roja); ademaés de la aparicion de
artrosporas probablemente por el estrés de

AT al estar en contacto con el polimero.

Incubacion GLC PET PS PE CD CA CMC CEL
0 dias
15 dias o [ 3
s, § ‘:; ’wf__;o‘ -
Crecimient ++ + + + ++ ++ ++ +++
0

Figura 6. Crecimiento micelial de A7 en los polimeros sintéticos como Tereftalato de Polietileno
(PET), Poliestireno (PS), Polietileno de alta densidad (PE), Celofan Amargo (CA, poliestireno de

baja densidad), y polimeros naturales como Celofan Dulce (CD), Carboximetilcelulosa (CMC),

Celulosa Cristalina (Cel) y como control se utilizé la glucosa (GLC).
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GLC CcD

PET

CMC CEL

Figura 7. Analisis microscopico de la interaccion A7 — polimero en microscopia de campo claro

(40x), crecidos en MMM con 0.1 % de polimero (p/v) durante 15 dias de incubacién a 28 °Cy 125

rpm. Las cabezas de flechas rojas indican el polimero. Barra: 20 um

3.4 Patron electroforético de las proteinas
secretadas de A7 crecido en polimeros

naturales y sintéticos

El andlisis de las proteinas secretadas por
A7 en los cultivos en presencia de
polimeros naturales y sintéticos (Fig. 8)
muestra que en la glucosa (GLC) hay una
menor cantidad de bandas de proteinas, las
cuales se pueden observar en todas las
condiciones de cultivo, sugiriendo que se
trata de proteinas constitutivas. En los
sobrenadantes recuperados de los cultivos

adicionados con polimeros sintéticos

(PET, PS, PE) el nimero y cantidad de
proteinas (con base en la intensidad de su
tincion) existe un mayor numero de
proteinas con respecto al control, pero
menor namero e intensidad con respecto a
los sobrenadantes recuperados en los
cultivos con polimeros celuldsicos (CMC,
CEL, CD y CA); observando masas

relativas en el rango de 103- 32 kDa.
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Figura 8. Perfil electroforético de las proteinas secretadas de A7 después de 15 dias de incubacion

en MMM adicionado con glucosa o los diferentes polimeros naturales y sintéticos

3.5 Determinacion de la proteina
secretada por A7 en polimeros naturales

y sintéticos

En la determinacién de la proteina
secretada tras 15 dias de incubacion (Tabla
3), se observé una mayor secrecion de
proteinas en los polimeros naturales en
comparacion de los polimeros sintéticos
siendo mayoritariamente la cantidad de

proteina en CEL. Cabe sefialar que,

aunque el CA no sea un polimero natural,
se tuvo una secrecion igual en
comparacion con el CD que si es un
polimero natural. En los polimeros
sintéticos como PET, PSy PE no se obtuvo

una gran cantidad de proteinas secretadas.
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Tabla 3. Proteina secretada de A7 en los diferentes polimeros naturales y sintéticos

Polimero Proteina

(ng/20 pL)
Glucosa (GLC) 5.816
Tereftalato de Polietileno (PET) 3.231
Poliestireno (PS) 5.346
Polietileno (PE) 3.509
Celofan Dulce (CD) 8.338
Celofan Amargo (CA) 8.808
Carboximetilcelulosa (CMC) 5.090
Celulosa (CEL) 17.718

De acuerdo con los resultados, A7 tiene un
mayor crecimiento en los polimeros
naturales: CD, CMC, CEL y CA; ademas,
una mayor secrecion de proteinas en
dichas condiciones de cultivo. Por lo tanto,
se procedio a analizar el crecimiento de A7
con los polimeros naturales (CD, CMC,
CEL y CA) en cultivo estatico y en
agitacion. Para ello, durante 21 dias, cada

semana se recuper6 una alicuota del

cultivo para determinar la cantidad de
proteina secretada, asi como el perfil total
de las proteinas secretadas. En la figura 9,
se muestra el crecimiento cualitativo desde
los 7 a los 21 dias donde se observo una
mayor masa micelial en la superficie del
cultivo estatico en GLC, CD, CA; mientras
que en la condicién de agitaciéon la masa

micelial fue menor.
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Condicion Estatico

Agitacion

Incubacion

0 dias
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Crecimiento + ++ +H+ ++

Figura 9. Cultivo de A7 en polimeros naturales en condicion de agitacion y estético a 28 °C.

Celofan Dulce (CD), Carboximetilcelulosa (CMC), Celulosa Cristalina (Cel) y como control se
utilizé la Glucosa (GLC)

Al comparar el perfil electroforético de las
proteinas secretadas por A7, en ambas
condiciones, estatico y en agitacion, se
observo una mayor secrecion de proteinas
en el cultivo estatico (Fig. 10). Cabe
sefialar, por ejemplo, que con la fuente de
carbono de CMC en ambas condiciones de
cultivo, se observaron cuatro bandas de

proteinas mayoritarias de 103, 68, 50 y 42

kDa gue se secretan en ambas condiciones
(agitacion y estatico), sin embargo, se
observo la secrecion de otras proteinas en
el rango de 68 — 18 kDa en el cultivo
estatico que no se presentan en el cultivo
de agitacion. En cada una de las fuentes de
carbono de los polimeros y con glucosa, se
observé dicho comportamiento en la

secrecion de proteinas.
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Figura 10. Perfil electroforético de las proteinas secretadas de A7 en cultivo de agitacion y estatico

con los polimeros naturales

3.5 Determinacion de la actividad
enzimatica secretada de g-Glucosidasa y

Celobiosidasa

Las alicuotas recolectadas tras 21 dias de
cultivo en MMM adicionado con las
diferentes fuentes de carbono: polimeros
naturales o sintéticos y como control la
GLC, fueron utilizadas para determinar las
actividades  enzimaticas en ambas
condiciones de cultivo. Como se observa
en la Tabla 4, si bien, el A7 crecié en

diferentes medios de cultivo, en estatico

solo se detectaron actividad en presencia
de carboximetilcelulosa (CMC) siendo
mayor la actividad de B-Glucosidasa que
de Celobiosidasa, en cambio, en agitacion
(Tabla 5) se observé una mayor actividad
de B-Glucosidasa con CMC y CD. En las
otras fuentes de carbono no fue detectada
la actividad (ND).
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Tabla 4. Determinacion de la actividad enzimatica secretada de A7 crecido con polimeros naturales
y sintéticos en condiciones de cultivo estatico. ND: No detectada

Estatico R-Glucosidasa  Celobiosidasa

Fuente de carbono

adicionada al MMM Actividades/uL.  Actividades/uL

Glucosa (GLC) ND ND
Celofan dulce (CD) ND ND
Celofan amargo (CA) ND ND
Carboximetilcelulosa (CMC) 0.1830 0.0585
Celulosa cristalina (CEL) ND ND

Tabla 5. Determinacion de la actividad enzimatica secretada de A7 crecido con polimeros naturales
y sintéticos en agitacion. ND: No detectada

Agitacion 3-Glucosidasa Celobiosidasa

Fuente de carbono

adicionada al MMM Actividades/pL Actividades/pL

Glucosa (GLC) ND ND
Celofan dulce (CD) 0.0869 ND
Celofan amargo (CA) ND ND
Carboximetilcelulosa (CMC) 0.1784 0.0209
Celulosa cristalina (CEL) ND ND
4. Conclusiones con pesos moleculares de 108-18 kDa.

L, . Ademas, la mayor secrecién de proteinas
La caracterizacion del Aislado 7 (A7) y P

o . se observo en la condicion de cultivo
indicd que es un hongo filamentoso con

i , estatico, por otra parte, se determino que la
caracteristicas morfoldgicas

. . - CMC es el mejor sustrato para inducir la
pertenecientes al género Penicillium. Por

actividad de B-Glucosidasa y
Celobiosidasa en MMM.

otra parte, se observd una secrecion
diferencial de proteinas, dependiente del

sustrato utilizado como fuente de carbono,
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