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Resumen

El nejayote es un subproducto de la industria de la nixtamalizacion, el cual contiene moléculas disueltas
que pueden ser recuperadas y aprovechadas, entre las cuales destacan los arabinoxilanos ferulados que
son polisacaridos complejos que tienen diversas propiedades tecnologicas y funcionales de interés
biotecnolodgico. Los hongos filamentosos son microorganismos capaces de adaptarse de manera exitosa a
distintos sustratos, es por esto que se consideraron para la busqueda de enzimas que permitan la
hidrolisis parcial y recuperacion de oligomeros de arabinoxilanos que pueden tener un alto valor
agregado. Se estudiaron 35 hongos de las colecciones CIAD-CIATEJ, los cuales se inocularon en un
medio que contenia arabinoxilanos ferulados (FAXX) de cadena larga como fuente de carbono, los
extractos generados a partir de los cultivos fueron analizados por cromatografia en capa fina de alto
rendimiento (HPTLC) buscando perfiles de hidrolisis de FAXX, donde se observd la liberacion de
oligomeros de arabinoxilanos, encontrando 14 cepas candidatas de interés.

Introduccion

Los arabinoxilanos son cadenas de xilano las cuales contienen residuos de otros carbohidratos como
glucosa, arabinosa, galactosa e incluso algunos compuestos fendlicos como el acido ferulico y p-
cumarico, estos estan presentes en diversas fuentes [1,2,3] y se han convertido en moléculas de alto
interés biotecnologico debido a que presentan propiedades tecnologicas como emulsificantes y
gelificantes [3] y también algunas propiedades funcionales tales como antioxidantes, prebidticos,
fortalecedores del sistema inmune [4] entre otras. El nejayote es la fraccion acuosa obtenida como
subproducto del proceso de la nixtamalizacion, €ste se considera un agente altamente contaminante
debido a las condiciones a las cuales es desechado del proceso (pH 10-14, temperatura 60-80° C, DBO
7000-10000 mg O,/L) ademas que se generan entre 16 y 22 millones de m”’ al afio de este residuo por lo
que se le considera un grave problema para el medio ambiente [5].

Las sacaridasas como las amilasas, celulasas y xilanasas en conjunto con las carbohidrato-esterasas
como las feruloilesterasas y acetilxilanesterasas, son un grupo de enzimas capaces de hidrolizar cadenas
de oligosacaridos y polisacaridos que permiten la recuperacion de moléculas que pueden ser
aprovechadas y a las que se les puede dar valor agregado por lo cual han sido utilizadas para la
sacarificacion de distintos residuos como cascarilla de maiz, residuos de café, desechos de platano,
bagazo de naranja, rastrojo de maiz, entre otros [6,7,8,9,10], es por esta razon que este trabajo esta
enfocado a la seleccion de microorganismos que sean capaces de producir esta clase de herramientas
biotecnoldgicas para la liberacion y posterior recuperacion de oligomeros de arabinoxilanos de alto valor
agregado a partir de fracciones de nejayote.
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Metodologia

Obtencion de arabinoxilanos. Los arabinoxilanos (FAXX) utilizados en el presente trabajo se
obtuvieron mediante un sistema de filtracion de membranas [11], y utilizando etanol para precipitar los
arabinoxilanos, de cadena larga, retenidos en la membrana de 200 Da, los cuales fueron liofilizados para
Su mejor manejo y conservacion.

Crecimiento de hongos. Se emplearon 35 hongos, 33 de la coleccion de CIATEJ y dos de la coleccion
de CIAD, los cuales fueron cultivados por picadura en cajas Petri de (30x15mm) en un medio de cultivo
formulado con un medio minimo mineral [12] compuesto de: 5 g/L fosfato dibésico de potasio
(K,HPOy,), 1 g/L de sulfato de magnesio (MgSO.) y 4 g/L de urea (CO(NH>),), al cual se le agrego
como fuente de carbono 0.5 g/L. glucosa, para propiciar el crecimiento del hongo, y, ademas, 20 g/L de
los FAXX obtenidos por liofilizado del precipitado etandlico y agar a 15 g/L ajustando el pH a 6.5 con
acido fosforico (H3POy,).

HPTLC de carbohidratos. El medio de cultivo fue recuperado y homogeneizado mediante un
homogeneizador de tejido, posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm por 10 minutos tomandose el
sobrenadante para ser inyectado, utilizando el equipo de inyeccion CAMAG, en placas aminadas
(MACHEREY-NAGEL). Se utilizaron estandares de glucosa, xilosa, arabinosa, acido fertlico, acido p-
cumadrico y acido sinapinico. Las placas fueron colocadas en camaras de migracion que contenian una
fase movil compuesta de n-butanol/metanol/agua/acido acético (50/25/20/1, v/v/v/v) durante cuatro
horas, posteriormente la placa fue fijada a 180° C durante 20 minutos y revelada con una solucioén de
etanol/acido sulfurico/anisaldehido (18/1/1, v/v/v) y calentamiento a 120° C por 10 minutos.

Resultados

Durante 8 dias se realizd6 una cinética de crecimiento de los 35 hongos cultivados, se observd
crecimiento en 14 cepas demostrando la capacidad de estos hongos de utilizar a los FAXX como fuente
de carbono (Figura 1). Se tomaron muestras de los cultivos cada dos dias con lo cual fue posible
identificar por HPTLC la liberacién de oligomeros de FAXX generados por el cultivo de hongos
filamentosos, como Aspergillus terreus, sobre arabinoxilanos de cadena larga. En la Figura 2 se presenta
la cinética de cuatro de los hongos estudiados, se observan los FAXX de cadena larga como una banda
intensa en el deposito de la placa (t)). Conforme la fermentacion fue transcurriendo se observa la
liberacion de monosacaridos (G, X, A) asi como la presencia de bandas intermedias con R¢ de: 0.07,
0.13 0.16, 0.24 correspondientes al perfil que tienen los oligobmeros de arabinoxilanos los cuales no
existian al inicio de la cinética, siendo dichos oligobmeros de gran inter¢s.

Figura 1. Cultivo en placa Petri al octavo dia de crecimiento, a) Aspergillus terreus (At 17), b) Aspergillus ochraceus (Aoc),
¢) Trichoderma sp (B) y d) Aspergillus sp (N).
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G X A AF APCAS SPBL 310 A. terreus 102 A. terreus 17
Figura 2. Placa de HPTLC, de izquierda a derecha se muestran los estandares de glucosa (G), xilosa (X), arabinosa (A),
dcido ferulico (AF), dcido p-cumarico (APC), acido sinapinico (AS), medio de cultivo a tiempo cero (t,), cinética de SPBL
310 (dias 2,4,6,8), cinética de Aspergillus terreus 102 (dias 2,4,6,8) y cinética de Aspergillus terreus 17 (dias 2,4,6,8).

En la Tabla 1 se muestran los hongos que presentaron mayor intensidad en las bandas que aparecen en
las placas de HPTLC, lo cual nos sugiere que son aquellos que generaron la maquinaria enzimatica
necesaria para aprovechar los oligomeros de arabinoxilanos presentes en el medio de cultivo. Algunos
de éstos hongos ya han sido identificados molecularmente determinandose asi su genero, ademads la
mayoria de los hongos pertenecientes a éstos generos identificados ya han sido reportados como
productores de celulasas, xilanasas [13,14,15] y feruloilesterasas [16].

Tabla 1. Hongos candidatos de la coleccion CIAD-CIATEJ capaces de hidrolizar los oligomeros de arabinoxilanos presentes
en el nejayote.

CLAVE CEPA ACTIVIDAD REPORTADA IDENTIFICACION MOLECULAR

B Hongo verde Xilanasa Trichoderma
E CHIJ-1b-1I1 Celulasa N.D.
K Jojo 3 verde Xilanasa N.D.
N MIII-11f-1g Xilanasa Aspergillus
O MIII-TI-ZL - N.D.
P Jojo-1-café - N.D.
R C2 - N.D.
T MIII-I1f-2g Xilanasa N.D.
\Y Jojo-1-gris Xilanasa Aspergillus
w MIVIM-2b amarillo - N.D.
Y 115-2¢-blanco - N.D.

AD MIII-O-2b Celulasa Penicillium

Aoc Aspergillus ochraceus Feruloilesterasa Aspergillus ochraceus

At 17 Aspergillus terreus Ferl)lii)lﬁlelztsjrasa Aspergillus terreus

Conclusiones

El empleo de un medio de cultivo cuya fuente de carbono mayoritaria son los arabinoxilanos de cadena
larga, provenientes del nejayote, permitié encontrar 14 hongos que fueron capaces de hidrolizar los
FAXX de cadena larga y producir oligdmeros de cadena corta que son de gran interés biotecnologico.
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Para conocer que enzimas son las que llevan a cabo la hidrdlisis durante el cultivo, se plantea realizar
una cinética para monitorear la actividad de las enzimas presentes en cada etapa de la hidrdlisis
utilizando a los candidatos encontrados asi como la identificacion de los oligobmeros generados.
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