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RESUMEN
Julio Silva Mendoza Fecha de Graduacion:

Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: OBTENCION DE ENZIMAS MICROBIANAS Y SU
APLICACION EN LA PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE HOJAS DE
Agave salmiana.

Numero de péaginas: Candidato para el Grado de Doctorado
en Ciencias con Orientacion
en Microbiologia Aplicada

Area de Estudio: Microbiologia Aplicada

El Bioetanol es uno de los biocombustibles con mayor demanda a nivel mundial.
Este es producido a partir de cultivos de cafia y maiz mediante procesos
biotecnolégicos. Las plantas de agave son una potencial materia prima para la
produccion de bioetanol, ya que contienen un alto contenido de polisacaridos que
se pueden aprovechar. En este trabajo se utilizaron las hojas de A. salmiana para
la produccion de bioetanol, ya que contienen polisacéricos (celulosa y
fructosanos) y monosacaridos (glucosa y fructosa) aprovechables. Se aisl6 un
hongo, identificado como Penicillium chrysogenum, el cual produjo celulasas con
actividad a altas temperaturas, las cuales sirvieron para hidrolizar la celulosa
presente en el tejido parenquimatoso de las hojas, y con ello obtener azlcares
fermentables. La mayor actividad que presentaron las celulasas fueron de 14.4,
35 y 4.14 U/g para endoglucanasa, exoglucanasa y [-glucosidasa,
respectivamente. Por otro lado, se aislé una levadura identificada como
Hanseniaspora uvarum. Esta levadura produjo inulinasas con alta actividad
enzimatica (180.5 U/mL) en comparacion con los microorganismos ya
reportados. También fermenté eficientemente el jugo de las hojas y la glucosa
obtenida por hidrélisis enzimatica a etanol generando 304 y 6.8 g/L
respectivamente. Ademas, esta levadura mostré resistencia a los compuestos
inhibitorios presentes en el jugo de agave.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La demanda energética mundial es cubierta en gran parte por los
combustibles fésiles (gas natural, carbén y el petroleo y sus derivados) y la
energia nuclear. Sin embargo, estas fuentes de energia tienen impactos
ambientales como la contaminacién del aire, el agua y el suelo en los sitios de
extraccién, conductos y refinerias?!. La tendencia actual es ir desplazando poco a
poco el consumo de éstas hacia fuentes de energia renovables, las cuales son

mas limpias y amigables con el medio ambiente.

En los ultimos afos los paises han apostado por el uso de biocombustibles,
principalmente por el bioetanol producido a partir de biomasas lignocelulésicas
mediante procesos biotecnoldgicos?. Los principales productores de bioetanol en
el mundo son Brasil y Estados Unidos empleando cultivos de cafia y maiz como
materias primas®. Entre ambos paises producen cerca del 90 % del bioetanol a

nivel mundial.



Las plantas no comestibles y los residuos lignocelulésicos provenientes de
diversas industrias son una alternativa para la produccién de bioetanol, evitando
asi el uso de cultivos que pueden ser destinados para la alimentacion. Este tipo
de biomasas tienen un alto contenido de celulosa y azlicares aprovechables®.
Ademas, a nivel mundial se generan cerca de 170-200 x 10° toneladas anuales
de biomasa lignocelulésica, lo que la convierte en la mejor alternativa para la

produccion de etanol®.

Existen dos etapas importantes en la elaboracion de bioetanol: la hidrélisis de
los polisacaridos (celulosa, fructosanos, almidén o sacarosa) para obtener
azUcares simples (glucosa y/o fructosa), y la fermentacion de estos a etanol®. La
hidrolisis se puede llevar a cabo con el uso de enzimas (celulasas, inulinasas o

amilasas).

1.1 Celulosa y Celulasas

El principal componente de los residuos lignoceluldsicos es la celulosa; un
polimero fibroso, resistente e insoluble en agua que da soporte y estructura a la
pared celular de las plantas’. Esta formada por unidades de glucosa, unidas por
enlaces 3-1,4 glucosidicos. La celulosa esta organizada en regiones amorfas y
cristalinas (Fig. 1). Las porciones cristalinas son las responsables de su

recalcitrancia.
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Figura 1. Representacion esqueméatica de la hidrdlisis de las regiones amorfas y
cristalinas de la celulosa por la accién de las celulasas (Modificado de Lynd et al. 20028).

Las celulasas son un sistema enzimatico generalmente compuesto de
endoglucanasa, exoglucanasa y [-glucosidasa. Estas enzimas actian en
sinergia para hidrolizar las cadenas de celulosa a monémeros de glucosa (Fig.
1)°. Las celulasas son producidas por bacterias, hongos, protozoos y algunas
especies de animales, siendo las fungicas las de mayor interés industrial, debido

a su gran capacidad hidrolitica'®.

Las celulasas representan alrededor del 20 % del mercado total de enzimas
en el mundo, siendo las terceras enzimas mas producidas!!. Sin embargo, su alto
precio eleva los costos de produccion de bioetanol. Por esta razon, se busca
implementar estrategias para mejorar la eficiencia de las ya existentes, asi como
la busqueda de nuevos microorganismos productores de celulasas con mejor

actividad.



Alternativamente, las celulasas se pueden producir por fermentacion en
sustrato sélido (FSS)!!. Se han reportado varios microorganismos capaces de

producirlas utilizando residuos lignocelulésicos como fuente de carbono??13,

1.2 Fructosanos e Inulinasas

Los fructosanos son importantes carbohidratos de almacenamiento presentes
en mas de 36,000 especies de plantas. Son polimeros formados por cadenas
lineales de D-fructofuranosa (fructosa), unidas por enlaces (-1,2 con una

molécula inicial de glucosa'4.

Debido a que son una fuente barata y abundante para la produccion de jarabe
de alta fructosa, bioetanol, acido citrico y acido lactico, los fructosanos son
empleados en procesos de fermentacion industrial y alimentaria, en las industrias
farmacéutica y quimica, asi como en la producciéon de biocombustibles4.
Actualmente se producen en el oeste de Europa; a partir de achicoria, y en
México; a partir de plantas de agave, ya que estas poseen un alto contenido de
fructosanos®®. A los fructosanos del agave se los conoce cominmente como

inulina o agavinas.

Las inulinasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de los enlaces

glucosidicos en los fructosanos para producir fructosa y glucosal®.



Recientemente, han recibido mucha atencion, ya que pueden aplicarse

ampliamente para hidrolizar la inulina en la produccién de bioetanol y fructosa?®.

Los principales microorganismos empleados para la produccion de inulinasas
son las levaduras Kluyveromyces marxianus y Pichia guilliermondii, y el hongo
Aspergillus niger'#'718  Las inulinasas también se han producido por
fermentacion empleando residuos agroindustriales como fuente de carbono?41°.
Recientemente se han identificado otros microorganismos con la capacidad de

producir inulinasas?%21,

1.3 Fermentacién Alcohdlica

El etanol es producido a partir de la fermentacion directa de distintos
monosacaridos??. La levadura Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo
comunmente empleado en la produccion de bioetanol, debido a su alta
productividad y alta tolerancia al etanol?>. También se han reportado otros
microorganismos con la capacidad de producir eficientemente bioetanol como
Zymomonas mobilis y K. marxianus?3?4, los cuéles también son usados para
elaborar bebidas alcohdlicas. Sin embargo, existen algunos desafios que inhiben
la produccion de etanol en la fermentacion con levaduras, como la alta
temperatura, la alta concentracién de etanol y la presencia de metabolitos

(propios de la materia prima) que exhiben actividad antimicrobiana.



Una buena fuente para la busqueda de microorganismos productores de
bioetanol ha sido el microbiota de alimentos y bebidas fermentadas, tales como
el cacao, las uvas y el pulque, donde se han identificado microorganismos como
Hanseniaspora, Lactobacillus y Kloeckera, los cuales tienen un rol significante

durante el proceso de fermentacion?>-27.

Hay dos procesos que se utilizan cominmente para la produccién de etanol:
la hidrolisis y fermentacion separadas (HFS) y la sacarificacion y fermentacion
simultaneas (SFS)?. La SFS es un proceso generalmente corto ya que la
hidrélisis y la fermentacion ocurren de manera simultanea para mantener baja la
concentracion de glucosa. La HFS se lleva a cabo cuando la temperatura éptima
de las enzimas esta muy por encima que la temperatura de crecimiento de los
microorganismos fermentadores. También se puede emplear la co-fermentacion,
que consiste en utilizar dos microorganismos con diferentes caracteristicas; como

consumidores de diferentes fuentes de azucares (hexosas y pentosas)?®.

1.4 Importancia de las Plantas de Agave en la Biotecnologia

Las plantas de agave son una potencial materia prima para la obtencion de
biocombustibles y productos de alto valor®. Los agaves han recibido especial
atencion debido a su alta eficiencia en el uso del agua y su resistencia a la sequia,
lo que les permite crecer en tierras aridas o semiaridas no aptas para otros

cultivos®. El género Agave comprende cerca de 208 especies, de las cuales



alrededor de 150 se encuentran en Meéxico, distribuidas en mas del 75% de
nuestro pais. Sin embargo, solo A. tequilana, A. sisalana, A. americana, A.
salmiana, A. angustifolia, A. lechuguilla y A. fourcroydes son cultivadas y usadas

para obtener productos de interéss?,

Estas plantas han tenido un papel clave en la subsistencia y desarrollo de
numerosos pueblos indigenas, empleandolas para obtener distintos productos,
entre ellos fibras para la elaboracion de ropa y cuerdas, como alimento, forraje,
etc®3. Industrialmente se usan en la elaboracién de bebidas alcohélicas, como el
tequila y el mezcal. Aprovechando su alto contenido de celulosa y fructosanos,
las especies de agave se han empleado recientemente para obtener diferentes
productos, como nanocelulosa, azucares fermentables, biocombustibles y como

sustrato en la produccion de enzimas34-38,

La generacion global de residuos de agave (bagazo y hojas) proveniente de
las industrias es poca (1.1 millones de toneladas) en comparacién con la de otros
cultivos, como el maiz, el bagazo de cafia de azlcar y la paja de trigo
(aproximadamente 500 millones de toneladas)3!. Sin embargo, debido a su alto
potencial para su empleo en la obtencidon de azucares, el agave ha ganado
interés en los ultimos afios y en muchos paises, como en Australia, Nueva
Zelanda y Sudafrica. La empresa Ausagave® de Australia, es lider mundial en el

cultivo de A. tequilana para la obtencion de azlcares y fibras. En el 2014, la



producciéon mundial de agave se concentrd principalmente en México, con 2.41

millones de toneladas?!.

Durante la produccion industrial de bebidas fermentadas a partir del A.
salmiana las hojas son descartadas. Estas hojas contienen celulosa, fructosanos
y azucares simples que pueden ser aprovechados, ademas, presentan una baja

cantidad de lignina (9-13 %) lo que las hace menos recalcitrantes3%40.

Las hojas de A. salmiana estan cubiertas por una capa cerosa de cutina y una
capa delgada de clorofila que protege a la planta de las condiciones adversas
medioambientales (Fig. 2a). Dentro, las fibras de celulosa sirven como soporte a
las hojas, mientras que las células parenquimatosas estan envueltas activamente

en la fotosintesis y almacenamiento de nutrientes (Fig. 2b).

Figura 2. Planta de A. salmiana (a) y una microgrﬁa del interior de la hj'a mostrando la
morfologia de las fibras (flechas) y las células parenquimatosas (circulos) (b).



La pared celular en el parénquima de las hojas de los agaves es mas delgada
en comparacion a otras plantas*°. Se ha logrado aislar nanocelulosa en forma de
laminas con espesores de ~80 nm de la pared celular de las células
parenquimatosas a partir de las hojas de A. salmiana*!. También se demostré

que esta nanocelulosa es mas facil de hidrolizar que la celulosa comercial*?.

Existen algunos factores que afectan la actividad enzimatica durante la
hidrélisis de la biomasa lignocelulésica: la porosidad (area superficial accesible),
la cristalinidad de las fibras de celulosa, asi como también el contenido de lignina
y hemicelulosa*. Es necesario un pretratamiento (térmico o quimico) de la
biomasa para aumentar la digestibilidad de la celulosa, y favorecer la hidrélisis#4.
Sin  embargo, estos pueden generar compuestos inhibidores de los
microorganismos empleados para la fermentacion; como el furfural que se
produce durante el pretratamiento acido a partir de la hidrélisis de la

hemicelulosa3!4s,

Se han reportado diferentes pretratamientos para aumentar la digestibilidad
de la celulosa de especies de agave para la obtencion de azucares y otros
productos de interés. Algunos de estos trabajos se resumen en la Tabla 1. En
todos los casos se obtuvo una alta eficiencia en la hidrolisis enzimatica. Sin

embargo, Corbin et al. (2016) reportaron que el pretratamiento puede afectar a



los microorganismos fermentadores, debido probablemente a que se eliminan

compuestos o nutrientes necesarios para ellos?®.

Tabla 1. Pretratamientos empleados sobre las especies de agave.
Especie de Parte de la

> Pretratamiento Ref
agave planta utilizada

A. salmiana Hojas NaOH y H,SO, 36
A. tequilana Hojas Esterilizacion 46
A. atrovirens Hojas HOAc 4
A. americana Tallo H2S04, Na>SOs, NaOH 48
A. tequilana Bagazo [C2mim][OAC] 49
A. tequilana Bagazo NaOH y H,SO, 50

Ref: referencias; C2mim: 1 etil-3-metilimidazolio.

En otros trabajos se ha buscado aprovechar los fructosanos de los agaves;
descartando la celulosa, empleando para ello las inulinasas, tanto comerciales,
como producidas por levaduras aisladas del agave®-54, Sin embargo, el uso de
la hidrdlisis enzimética de ambos polisacéaridos (celulosa y fructosanos) no ha

sido reportado en un mismo trabajo.

Para la fermentacibn de los azlcares se han usado diferentes
microorganismos, pero se ha encontrado que las cepas nativas presentan un
mayor rendimiento®®. También se han encontrado microorganismos que son
capaces tanto de hidrolizar como de fermentar, tal es el caso de la levadura K.
marxianus que hidroliza fructosanos y el hongo Fusarium oxysporum que
hidroliza celulosa; este ultimo ya ha sido usado para la obtencion de etanol a

partir de paja de trigo®256:57, F. oxysporum es patégeno de plantas, incluyendo el
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agave, del cual se han aislado varias cepas, sin embargo, no se ha empleado en

la hidrdlisis de celulosa de agave®®.

La presencia de microorganismos contaminantes puede interferir en la
fermentacién, por esta razon se han desarrollado diferentes estrategias para
evitar este problema, como el empleo de antibiéticos; sin embargo, esto aumenta
los costos de produccion®®. Otra alternativa es el uso de compuestos o extractos
de plantas con actividad antimicrobiana. Un ejemplo de estos son las saponinas,
las cuales presentan un efecto inhibitorio sobre diferentes microorganismos,

incluyendo levaduras empleadas en fermentaciones industriales®,

Los agaves son capaces de producir saponinas, y se ha observado que
levaduras fermentadoras aisladas del agave, presentan resistencia a las
saponinas, y son capaces de crecer y fermentar®!. Por esta razon, seria factible
emplear plantas que produzcan compuestos antimicrobianos y microorganismos
resistentes a ellos, como los presentes en el microbioma de la misma planta, de
esta forma se reducirian costos al prescindir del uso de antibioticos o agentes
qguimicos para controlar microorganismos contaminantes del proceso de

fermentacion alcohélica.

Como se ha mencionado, los residuos lignoceluldsicos son una alternativa

viable para la produccion de bioetanol. Sin embargo, los pretratamientos
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quimicos han sido necesarios para facilitar la conversion de la celulosa a
azucares fermentables. Es necesario el desarrollo de nuevas estrategias donde
se eviten estos pretratamientos, utilizando para ello residuos lignocelulosicos

menos recalcitrantes.

Para la realizacion de este proyecto se planted el uso de las hojas de Agave
salmiana para la produccién de bioetanol, buscando aprovechar tanto los
polisacaridos (celulosa y fructosanos) como los azucares simples presentes.
Para llevar a cabo el proyecto se aislaron microorganismos productores de
glucosidasas (celulasas e inulinasas) con alta actividad enzimatica para la
hidrolisis de los polisacaridos, asi como microorganismos fermentadores

resistentes a saponinas y capaces de producir eficientemente etanol.

1.5 Hipétesis

Los microorganismos presentes en el microbioma del Agave salmiana pueden
producir enzimas hidroliticas para la obtencién de azUcares simples a partir de
los polisacaridos presentes en las hojas de la planta, y posteriormente ser

fermentados a etanol.
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1.6 Objetivo General

Obtener una mezcla de enzimas microbianas para la hidrolisis de los
polisacaridos presentes en las hojas de Agave salmiana, y la fermentacion de los

azucares obtenidos a etanol.

1.7 Objetivos Especificos

1. Aislar microorganismos presentes en el microbioma de las hojas de A.
salmiana.

2. Evaluar la capacidad de los microorganismos de hidrolizar los
carbohidratos presentes en las hojas de agave.

3. Emplear los microorganismos con capacidad hidrolitica para la produccion
de sus enzimas por fermentacion en fase sélida.

4. Purificar y caracterizar bioquimicamente las enzimas hidroliticas.

5. Someter a hidrdlisis la celulosa de agave empleando las enzimas que
mostraron la mayor actividad.

6. Evaluar la produccion de etanol a partir de los azUcares obtenidos de las
hojas de agave empleando microorganismos fermentadores aislados de

aguamiel de agave y cepas empleadas en procesos cerveceros.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos y Materia Prima

Los reactivos con los que se trabajé a lo largo del proyecto fueron grado
reactivo. Los medios de cultivo son de la marca BD Bioxon, la celulosa comercial
de Sigma-Aldrich y la inulina comercial de Agavidtica. Las hojas del A. salmiana
fueron cortadas desde la base de la planta y posteriormente lavadas y
descortezadas para eliminar la epidermis y la cuticula. El material restante fue

cortado en piezas pequefias y conservado a -20 °C.

Todos los residuos generados durante el proyecto fueron dispuestos conforme
a lo establecido por el Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la

Facultad de Ciencias Quimicas.
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2.2 Aislamiento de Microorganismos

Los microorganismos fueron aislados usando agar patata dextrosa (PDA) para
hongos y levaduras, y agar Maduller-Hinton (MHA) para bacterias. Los
microorganismos fermentadores fueron aislados de una muestra de 100 mL de
aguamiel de agave por la técnica de dilucion y siembra en placa. Los hongos
fueron aislados de una hoja de agave en descomposicion. Para el aislamiento de
los hongos, se tomd una muestra de 10 g de corteza de la hoja asépticamente y
se transfirio a 90 mL de solucion salina estéril, a partir de aqui se realizo la técnica

de dilucion y siembra en placa para el aislamiento de los hongos.

Una vez aislados, estos fueron conservados en tubos con agar LB (bacterias)
y agar dextrosa Sabouraud (SDA) (hongos y levaduras). La morfologia de los

microorganismos fue observada por microscopia Optica.

2.3 Preparacion de Indculos

De no especificarse otra cosa, los in6culos de los microorganismos fueron

preparados de la siguiente manera:

Las bacterias fueron inoculadas en tubos con 5 mL de agar LB e incubadas a
37 °C por 16 h. Posteriormente, las células fueron recuperadas con solucién

salina estéril y transferidas a un tubo con solucion salina. La concentracion de las
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bacterias se ajusté a una D.O.s30 nm de 0.25, que corresponde a 3 x 108 UFC/mL.

Para determinar la absorbancia se us6 un espectrofotometro Genesys 20.

Las levaduras fueron inoculadas en tubos con 5 mL de agar YM o PDA e
incubadas a 28 °C por 24 h. De igual forma, las células fueron recuperadas con
solucién salina y ajustadas a una concentracién de 1 x 10’ células/mL. Las

levaduras fueron contadas con ayuda de una cadmara de Neubauer.

Los hongos fueron cultivados en tubos con 5 mL de agar YM o PDA e
incubados a 28 °C por 3-5 dias, dependiendo de la cepa. Las esporas también
fueron recuperadas con solucion salina y con ayuda de la cAmara de Neubauer,

se ajustd su concentracion a 1 x 108 esporas/mL.

2.4 Evaluacioén de la Produccion de Celulasas

Debido a las diferencias morfologicas entre las fibras y el parénquima de las
hojas (Fig. 2b), estas fueron separadas y empleadas de manera individual para
la produccién de celulasas. Una porcion de biomasa congelada (Seccion 2.1) fue
liofilizada para facilitar la separaciéon mecéanica de las fibras y el parénquima.
Posteriormente, las fibras se lavaron con agua caliente para remover los
azucares y el parénquima se uso tal cual. Una pequefa porcion del parénquima

fue usada para obtener nanocelulosa por un método previamente reportado por
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el grupo de trabajo®’. La celulosa microcristalina comercial de 20 um (MCC20) se

us6 como control en la produccion de celulasas.

Ademas de trabajar con los hongos aislados de las hojas de agave,
también se evaluaron hongos del cepario del Laboratorio de Biotecnologia 1 y la
cepa comercial Aspergillus niger ATCC 9142 con el fin de comparar la actividad

enzimaética.

Se prepararon matraces con 500 mg de sustrato (fibra, parénquima o MCC20)
suplementados con 1 mg de sulfato de amonio y 1 mL de buffer de acetatos pH
5. Los matraces fueron esterilizados y posteriormente inoculados con 1 mL de
una suspension de esporas (Seccién 2.3) e incubados por 14 dias a 28° Cy 150
rom. Después de la incubacion, las enzimas fueron recuperadas afiadiendo 25
mL de buffer de acetatos pH 5 y transferidas a tubos cénicos de 50 mL. Los tubos
fueron centrifugados a 4000 rpm por 20 min. El sobrenadante fue separado y
usado como extracto enzimatico crudo para hidrolizar 3 sustratos diferentes:

fibra, parénquima y nanocelulosa.

Las hidrdlisis se realizaron en tubos Eppendorf de 2 mL conteniendo 100 uL
de extracto crudo, 900 pL de buffer de acetatos pH 5 y 10 mg de sustrato (fibra,
parénquima o nanocelulosa). Los tubos se incubaron a 50 °C, 150 rpm por 24 h.

Después de la hidrolisis, los azucares fueron determinados por el método del
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acido 3,5 DNS®? (Apéndice 1). Se conservaron los hongos cuyas enzimas
generaron una mayor liberacion de azucares reductores a partir de la hidrolisis
de los diferentes sustratos. Estos hongos fueron empleados para la produccion

de celulasas por FSS.

2.5 Evaluacion de la Actividad Inulinasa de los Microorganismos Aislados

Se evaluo la capacidad de las levaduras y las bacterias aisladas de producir
inulinasas. Se prepararon matraces con 30 mL de medio (inulina comercial 5%,
peptona 1% y extracto de levadura 1%). Estos fueron esterilizados y
posteriormente inoculados con 1 mL de una suspension celular de cada
microorganismo (Seccién 2.3). Los matraces fueron incubados por 4 dias a 30

°C, a 150 rpm.

Después del tiempo de incubacion, el medio fue transferido a tubos cénicos
de 50 mL y centrifugados a 4000 rpm por 20 min para separar el extracto
enzimatico crudo de las células. Las reacciones de hidrdlisis se llevaron a cabo
en tubos Eppendorf de 2 mL conteniendo 500 pL de extracto, 500 uL de buffer
de acetatos pH 5 y 10 mg de inulina comercial. Los tubos fueron incubados por
20 min, 150 rpm a 37 °C. Posteriormente se midieron los azucares liberados por
el método del acido 3,5 DNS. Se conservl el microorganismo cuyo extracto
enzimatico generé mas azucares reductores a partir de la hidrélisis de la inulina.

Esta levadura fue empleada para la produccion de inulinasas.

18



2.6 Evaluacion de la Capacidad Fermentadora de los Microorganismos

Dado que en la fermentacion alcohdlica se libera dioxido de carbono, se
realiz6 un screnning preliminar para descartar aguellos microorganismos que no
son capaces de producir gas a partir de glucosa. Cada microorganismo (hongo,
bacteria o levadura) se inocul6 en un tubo de ensayo con caldo YM suplementado
con glucosa (5 g/L). Los microorganismos se incubaron por 4 dias a 28 (hongos
y levaduras) y 37 °C (bacterias). Los tubos de ensayo contenian tubos Durham

invertidos, los cuales sirvieron para evidenciar la produccién de gas.

2.7 ldentificacién Molecular de los Microorganismos

Se realiz6 la identificacion molecular de los hongos y las levaduras mediante
el andlisis de la secuencia de la region del espaciador transcrito interno (ITS) del
DNAr 5.8S. Para analizar estas secuencias, fue necesario extraer previamente el

DNAg de los microorganismos y posteriormente amplificar esta regién.

Para la extraccidon del DNAg de las levaduras se emple6 el método de
extraccion con solventes (fenol-cloroformo). EI DNAg de los hongos fue extraido
con el kit comercial PowerSoil® DNAg de MoBio Laboratories. La extraccion del
DNAg se comprob6é mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Una
vez extraido el DNAg, se utilizaron los primers ITS1 5 > 3
TCCGTAGGTGAACCTGCGG e ITS4 5 >3 TCCTCCGCTTATTGATATGC para
la amplificacion.
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Se utilizé el kit de MyTag™ DNA Polymerase de BioLine para la amplificacion.
Las condiciones de las reacciones de PCR se llevaron a cabo conforme al
protocolo recomendado por el fabricante (Apéndice 2). La verificacion de las

amplificaciones se realizd6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Una vez comprobado que se obtuvieron las amplificaciones deseadas, estas

se mandaron a secuenciar con la empresa Psomagen (http://macrogenusa.com/).

Las secuencias fueron analizadas con la Herramienta Basica de Busqueda de
Alineacion Local (BLAST) del National Center for Biotechnology Information

(NCBI) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

2.8 Produccién de Celulasas

Una porcion de biomasa lignoceluldsica fue descongelada (Seccién 2.1) y
lavada con agua caliente para remover compuestos inorganicos, colorantes y
azucares. Los azucares reductores se midieron en el agua de lavado hasta
comprobar que se eliminaron por completo de la biomasa. La biomasa fue secada
en estufa de vacio por 2 dias a 70 °C. Posteriormente, se molié con un molino

Krups modelo GX410011 por un tiempo de un minuto.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 125 mL
que contenian 3 g de biomasa molida y 12 mL de medio Mandel Weber

modificado (por litro de medio: 2 g de KH2POa4, 1.4 g de (NH4)2S0O4, 0.3 g de
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MgS0Oa4.7H20, 0.3 g de CaClz, 1 mL de Tritobn x-100, 1 g de peptona y 1 g de
extracto de levadura, ajustado a pH 5). Los matraces fueron esterilizados y
posteriormente inoculados con 3 mL de solucion de esporas (Seccion 2.3) de
cada hongo. Los matraces se incubaron a 28 °C por tiempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10,
12 y 14 dias, sin agitacion. Los extractos enzimaticos crudos fueron recuperados

conforme a los descrito previamente en la Seccion 2.4.

2.9 Determinacion de la Actividad Endoglucanasa,
Exoglucanasa y B-glucosidasa

Las actividades endoglucanasa, exoglucanasa y -glucosidasa fueron
determinadas empleando carboxi metil celulosa (CMC), MCC20 y p-nitrofenil-§3-
D-glucopirandsido (pNPG) como sustratos, respectivamente. Los ensayos de
actividad exoglucanasa y endoglucanasa se realizaron en tubos Eppendorf de 2
mL conteniendo 900 pL de buffer de acetatos pH 5, 100 pyL del extracto
enzimatico y 10 mg de sustrato (CMC o MCC20). Los tubos se incubaron a 50
°C, 150 rpm por 2 h para actividad exoglucanasa y a 50 °C por 20 min y sin
agitacion para actividad endoglucanasa. Los azucares liberados fueron medidos

por el método del acido 3,5 DNS.

La actividad B-glucosidasa se determind incubando 50 pL del extracto
enzimatico y 200 puL de pNPG (en buffer de acetatos pH 5) a 50 °C por 10 min,
sin agitacion. Después de la incubacion se afiadid 1 mL de Na2COs 0.2 M para
detener la reaccion. Posteriormente, se leyeron las absorbancias a una longitud
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de onda de 405 nm para determinar la cantidad de p-nitrofenol (pNP) liberado de

la reaccion de hidrdlisis.

Una vez que se determing el dia en que obtenia la mayor produccion de cada
enzima, se evalud la influencia del pH y la temperatura sobre la actividad
enzimatica. Para ello se realizaron ensayos variando el pH de 3 a 10 y las
temperaturas de hidrélisis de 30 a 90 °C. Una unidad de actividad (UA) se defini6
como la cantidad de extracto enzimatico crudo que libera 1 pmol de glucosa o

pNP por minuto por gramo de biomasa bajo las condiciones de estudio.

2.10 Produccién de Inulinasas

La biomasa lignoceluldsica (Seccién 2.1) fue descongelada y exprimida para
obtener el jugo de agave. El jugo fue filtrado con ayuda de un embudo de filtracion
para eliminar restos de fibras de agave. Para Las fermentaciones se llevaron a
cabo en matraces de 125 mL conteniendo 30 mL de jugo suplementado con
medio minimo (g/L: KH2POa4 1.4, (NH4)2S04 1, MgS04.7H20 0.3 y CaClz 0.3, pH
5). El medio fue esterilizado y posteriormente inoculado con 500 pL de una

suspension celular de la levadura ajustada a una D.O.s30nm de 0.5.

Los matraces se incubaron a 28 °C, 140 rpm a tiempos de 1, 2, 3y 4 dias.
Posteriormente el sobrenadante fue recuperado en tubos conicos de 50 mL y

conservado para la determinacion de la actividad inulinasa.

22



2.11 Determinacion de la Actividad Inulinasa

La actividad se determiné en tubos Eppendorf de 2 mL conteniendo 300 pL
de extracto enzimatico crudo y 1 mL de inulina 1.3 % (en buffer de acetatos pH
5). Los tubos se incubaron a 40 °C por 10 min, sin agitacién. Posteriormente se

determinaron los azucares reductores por el método del acido 3,5 DNS.

Una vez que se determiné el dia en que obtenia la mayor produccion de las
inulinasas, se evalud la influencia del pH y la temperatura sobre la actividad
enzimatica. Para ello se realizaron ensayos variando el pH de 3 a 10 y las
temperaturas de hidrdlisis de 30 a 90 °C. Una UA se defini6 como la cantidad de
extracto enzimatico crudo que libera 1 pmol de fructosa por minuto por mililitro de

medio bajo las condiciones de estudio.

2.12 Resistencia a Saponinas

Se trabajo con la levadura aislada del agave que presenté mayor actividad
enzimatica (seccién 2.5) y cinco cepas de S. cerevisiae; cuatro empleadas
comercialmente para la produccion de cerveza artesanal (Windsor, Safale S-04,
Safbrew S-33 y YPFEN), y una para la elaboracién de productos de panificacién

(Tradi-Pan®).
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100 mL del jugo de agave fueron concentrados mediante evaporacion hasta
un volumen de 10 mL para concentrar las saponinas. Para comprobar la
presencia de saponinas, el concentrado se transfirio a un tubo conico de 50 mL
y se agitd para evidenciar la formacion de espuma. Se midié el tiempo de

permanencia de la espuma.

Primeramente, se evalué si las levaduras eran capaces de crecer y fermentar
utilizando el jugo de agave y diferentes fuentes de carbono (inulina, glucosa,
fructosa y sacarosa). Los azUcares se prepararon al 3 % con medio minimo
(Seccién 2.10) mientras que el jugo se usé tal cual. Las levaduras fueron
inoculadas en tubos de ensayo con 7 mL de medio (jugo de agave o azucares)
incubadas por 3 dias a 28 °C, sin agitacion. Los tubos de ensayo contenian tubos

Durham invertidos para poder observar la produccion de gas.

Para evaluar el efecto de las saponinas sobre las levaduras se realizaron
pruebas antimicrobianas de difusién en disco. Se prepararon cajas Petri con 20
mL de SDA las cuales fueron inoculadas con 200 pL de una suspension de
células ajustadas a una D.O.s30 nm de 0.5. Se colocaron 3 discos impregnados
con 10 pL del concentrado y un control impregnado con 10 pL de solucion salina
estéril. Las cajas fueron incubadas por 20 h a 28 °C de forma invertida. Después

de la incubacién se midieron los halos de inhibicion.
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2.13 Produccion de Azucares por Hidrélisis Enzimatica

Una vez determinado el hongo con mayor actividad enzimatica, este se
empled para producir una cantidad suficiente de azucares para los ensayos de
produccion de etanol. Las enzimas fueron producidas por FSS. La biomasa

(molida) para el ensayo fue obtenida conforme a lo descrito en la seccién 2.8.

Los ensayos se llevaron a cabo en matraces de 125 mL los cuales contenian
3 g de biomasa y 12 mL de medio minimo (Seccién 2.10). Estos fueron
esterilizados e inoculados con 3 mL de solucién de esporas (1 x 10° esporas/mL)

e incubados a 28 °C por 10 dias, sin agitacion.

Después de la incubacion, se afiadieron 30 mL de buffer de acetatos pH 5 a
cada matraz. Para recuperar una mayor cantidad de enzimas, el contenido del
matraz fue transferido a una jeringa para exprimir la biomasa con ayuda del

émbolo. El extracto enzimatico fue recuperado en tubos cénicos de 50 mL.

Una porcion de la biomasa obtenida previamente fue tamizada para separar
las fibras del parénquima. Este tejido parenquimatoso fue sometido a hidrolisis
enzimatica para la produccion de azucares, mientras que las fibras fueron
descartadas. Los ensayos se realizaron en tubos Eppendorf de 2 mL conteniendo

1000 pL de buffer de acetatos pH 5, 500 pL del extracto enzimatico crudo y 10
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mg de parénquima. Los tubos se incubaron a 50 °C y 150 rpm, a tiempos de 0,
12, 24 y 48 h. Después de cada tiempo, los azlucares fueron determinados por el

meétodo del &cido 3, 5 DNS. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Para obtener una mayor cantidad de azlcares, las hidrdlisis se llevaron a cabo
en tubos conicos de 50 mL. Los tubos contenian 450 mg de parénquima, 20 mL
de buffer de acetatos pH 5y 10 mL del extracto enzimatico crudo. Los tubos se
incubaron a 50 °C, 150 rpm por 3 dias. Después de la hidrdlisis, los tubos fueron
centrifugados y los sobrenadantes se recuperaron en un frasco de 1 L.
Posteriormente, se determinaron los azlcares reductores y se conservaron a -20

°C hasta su uso.

2.14 Produccion de Bioetanol

Para la produccion de etanol, el jugo de agave y el hidrolizado enzimatico
(Seccion 2.13) fueron usados como sustratos, de forma separada. Se trabajé con
la levadura aislada que presenté mayor actividad enziméatica. Para la produccién
de etanol por co-fermentacién se uso la levadura comercial Safale S-04 junto con

la cepa aislada.

Las levaduras fueron inoculadas en tubos Hach con 5 mL de SDA e incubadas
a 28 °C por 20 h. Posteriormente, las células fueron recuperadas con solucién

salina y ajustadas a una D.O.s30 nm de 0.5. Se prepararon 2 matraces con 50 mL
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de jugo de agave suplementado con medio minimo (Seccién 2.10) y 2 con 50 mL
de caldo patata dextrosa (PDB). Los matraces fueron esterilizados vy
posteriormente inoculados; los que contenian jugo de agave fueron inoculados
con 1 mL de la levadura aislada, mientras que los que contenian PDB fueron
inoculados con 1 mL de la levadura comercial. Las levaduras fueron incubadas a

28 °C, 120 rpm por 24 h.

Después de la incubacion, el contenido de cada matraz fue transferido a tubos
conicos de 50 mL y centrifugados a 4000 rpm por 10 min para obtener los
paquetes celulares. El medio fue decantado y las células fueron lavadas dos
veces con agua desmineralizada estéril para eliminar restos de medio y posibles

metabolitos téxicos que se hubieran producido.

De los dos tubos coénicos con los paquetes celulares de cada levadura, uno
fue resuspendido en jugo de agave y el otro con el hidrolizado enzimatico
obtenido en la seccién 2.3. Todos los tubos fueron ajustados a una D.0O.630 nm de
0.5. Las células resuspendidas en jugo de agave se usaron como inéculo para la
fermentacion del jugo, mientras que las resuspendidas en el hidrolizado para la

fermentacion del hidrolizado enzimaético.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en frascos de 60 mL con tapon de

goma. El jugo de agave y el hidrolizado fueron suplementados con algunos
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nutrientes [g/L: KH2PO4 2, (NH4)2S0O4 1.4, MgS04.7H20 0.3, CaClz 0.3, peptona
3 y extracto de levadura 3, el pH se ajusto a 5]. Los frascos fueron esterilizados

y posteriormente inoculados bajo las condiciones descritas en la tabla 2.

Tabla 2.- Condiciones para las fermentaciones alcohdlicas.
Condicion 1~ Condicién 2  Condiciébn 3  Condicion 4

Jugo 40.5 mL - 36.0 mL -

Hidrolizado - 40.5 mL - 36.0 mL
Levadura aislada 4.5 mL 4.5 mL 4.5 mL 4.5 mL
Levadura comercial - - 4.5 mL 4.5 mL
Volumen final 45.0 mL 45.0 mL 45.0 mL 45.0 mL

Los frascos se incubaron por 24, 48 y 72 h a 28 °C sin agitacion. Después de
cada tiempo de incubacion, se tomaron alicuotas de 2 mL para su analisis por
Cromatografia de Gases (CG) para la determinacion de etanol. La determinacion
de etanol se realiz6 en un Cromatégrafo de gases HP6890 Agilent G1530A. Se
uso6 una columna Agilent 19091z-433 (30 m, 0.25 mm, 0.25 um). La temperatura
inicial fue de 70 °C por 1 min, seguida de una rampa de 10 °C/min hasta 220 °C.
Eltiempo total de la corrida fue de 16 min. La temperatura del inyector se mantuvo
a 200 °Cy la del detector a 250 °C. El volumen de muestra inyectada fue de 1 pL

con una jeringa de 10 pL.

Los azlcares también fueron monitoreados durante la fermentacion. Los
azucares totales fueron medidos con ayuda de un refractometro manual para
medir los °Brix, mientras que los azucares reductores fueron determinados por el

método del 4cido 3,5 DNS. Los ensayos se realizaron por duplicado.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Aislamiento de los Microorganismos

A partir de las hojas de agave y el aguamiel se aislaron varias colonias de
microorganismos, crecidas tanto en PDA, como en MHA. Se consiguieron aislar
21 colonias de bacterias, 5 de levaduras y 8 de hongos. Las claves asignadas
para los microorganismos fueron B1-B21, L1-L5 y H1-H8 para las bacterias,
levaduras y hongos, respectivamente. La Figura 3 muestra las principales

estructuras representativas y morfologias de los microorganismos aislados.

Las bacterias presentan morfologias de tipo bacilo y coco, y en algunos
bacilos se observa que son capaces de producir exo-polisacéaridos. En cuanto a
las levaduras, cuatro de ellas fueron aisladas del aguamiel y solo una de las
hojas, mientras que todos los hongos fueron aislados de las hojas. En algunos
de los hongos aislados se observan conidioforos en forma de pincel, tipicos de
los Penicillium®3-6¢, Los demas hongos aislados presentan macroconidios, tipicos
de hongos del género Fusarium®867,
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Figura 3. Principalés morfologias y estructuras representativas de las bacterias
(izquierda), levaduras (centro) y hongos (derecha) aislados del agave y del aguamiel
(observados a 40 y 100x).

3.2 Evaluacién de la Produccién de Celulasas

Los hongos aislados, los del cepario del laboratorio de Biotecnologia y el
hongo de referencia A. niger fueron cultivados en tres diferentes fuentes de

carbono: celulosa comercial, fibras y parénquima de las hojas de agave.

Ningun hongo fue capaz de crecer utilizando la celulosa comercial como
fuente de carbono. Solo en cinco matraces se pudo observar la formacion de
algunas esporas, indicando poco crecimiento. Sin embargo, al recuperar los

extractos enzimaticos crudos, no se pudo determinar la actividad enzimatica, ya

30



gue no se observo generacion de azucares reductores a partir de las hidrélisis de

los diferentes sustratos (fibra, parénquima y nanocelulosa).

Todos los hongos fueron capaces de utilizar las fibras y el parénquima. Se
observé un mayor crecimiento de los hongos en los matraces que contenian
parénguima como fuente de carbono (Fig. 4a). A la semana se observé un mayor
crecimiento en comparacion de cuando se emplearon las fibras, donde le llevo a

los hongos dos semanas el poder desarrollarse.

Figura 4. Comparacion del crecimiento del mismo hongo sobre parénquima (a) y fibras
(b) de agave.

La Fibra, el parénquima y la MCC20 fueron sujetas a hidrdlisis con los
extractos enzimaticos crudos recuperados de los hongos crecidos en fibra y en
parénquima como fuentes de carbono. En las tablas 3 y 4 se muestran los
resultados de los hongos en los que se observd mayor actividad. Los hongos H6

y H7 fueron aislados de las hojas de agave.
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Tabla 3. Azucares reductores liberados (mg/mL) de la hidrélisis de los diferentes
sustratos con el extracto enziméatico recuperado de los hongos crecidos en parénquima.

Microorganismo Fibra Parénquima Nanocelulosa
A. niger ATCC 9142 ND 1.20 ND
H6 ND 0.88 ND
H7 ND 0.91 ND

ND no detectado.

Tabla 4. Azucares reductores liberados (mg/mL) de la hidrélisis de los diferentes
sustratos con el extracto enzimatico recuperado de los hongos crecidos en las fibras.

Microorganismo Fibra Parénquima Nanocelulosa
A. niger ATCC 9142 0.24 0.90 111
H6 0.23 0.80 0.95
H7 0.17 0.90 1.07

Las enzimas recuperadas de los hongos que fueron cultivados con
parénquima solo fueron capaces de hidrolizar el parénquima. No se observo
hidrdlisis de los otros dos sustratos. Por otro lado, se observo hidrolisis de los
tres sustratos usando las enzimas recuperadas de los hongos cultivados en las

fibras de agave.

3.3 Evaluacioén de la Produccién de Inulinasas

Las levaduras y las bacterias aisladas fueron inoculadas en medios de cultivo
gue contenian inulina comercial como fuente de carbono. A excepcion de cuatro
bacterias, todos los demas microorganismos fueron capaces de crecer bajo las

condiciones de estudio.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de la hidrdlisis de inulina

comercial empleando el extracto enzimatico recuperado de las fermentaciones
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de los diferentes microorganismos. Se observo que una bacteria destacé sobre
los demas microorganismos (B8). En general, se aprecia que los extractos
enzimaticos de las levaduras liberaron una mayor cantidad de azUcares
reductores a partir de la hidrolisis de la inulina comercial en comparacion con las

bacterias (a excepcion de la B8).

Tabla 5. Azucares reductores liberados de la hidrélisis de inulina comercial con los
extractos enzimaticos obtenidos por fermentacion.

mg/mL de azlcares

mg/mL de azUcares

Microorganismo Microorganismo

reductores reductores
B1 0.63 B15 0.40
B3 0.50 B16 0.84
B4 0.90 B17 0.70
B6 0.46 B18 0.64
B7 0.40 B19 0.60
B8 1.06 B20 0.50
B9 0.42 L1 0.51
B10 0.35 L2 1.00
B11 0.38 L3 0.98
B13 0.79 L4 0.90
B14 0.65 L5 0.88

3.4 Evaluacién de la Capacidad Fermentativa de los Microorganismos

Todos los microorganismos aislados de las hojas de agave y del aguamiel
fueron cultivados en medio liquido con un capilar invertido con la finalidad de
observar la generacion de dioxido de carbono a partir de la fermentacion de la
glucosa. Ninguna bacteria u hongo fue capaz de producir gas, solamente cuatro

de las cinco levaduras presentaron esta caracteristica (Fig. 5).
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Figura 5. Produccién de CO: en caldo YM suplementado con glucosa, empleando las
levaduras aisladas. El cuadro muestra el gas acumulado dentro de los tubos Durham.

3.5 Identificacién Molecular de los Microorganismos

Se extrajo el DNAg de las cinco levaduras y de los hongos H6 y H7. En la
Figura 6 se observan las bandas de la extraccion del DNAg de los
microorganismos. Las bandas correspondientes a los hongos se ven mas tenues,
lo que significa que se extrajo una menor cantidad de DNA. Sin embargo, fue

suficiente para poder realizar la amplificacion de los fragmentos ITS.

Figura 6. Gel de agarosa al 1 % mostrando las bandas obtenidas de la extraccion del
DNAg. El cuadro rojo muestra la localizacion de las bandas obtenidas.
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La Figura 7 muestra los fragmentos de DNA amplificados por PCR utilizando
los primes ITS1 e ITS4. Las bandas se encuentran a una altura de entre 500 y
700 pb. Estos fragmentos corresponden con los reportado en la bibliografia para

el DNAr 5.856768,

S e apiat—_-.

L2 L3 L4 L5 H6 H7

Pb
3,000
2,000

1,500
1,000
700

500

Figura 7. Gel de agarosa al 2% mostrando los fragmentos amplificados por PCR de los
microorganismos. El cuadro rojo muestra la localizacion de las bandas obtenidas.

Las secuencias obtenidas de la amplificacion de la region del ITS 5.8S se
reportan en el Apéndice 3. Dichas secuencias se analizaron utilizando el
programa bioinformatico BLAST del NCBI. La Tabla 6 muestra los resultados
obtenidos del andlisis. Las secuencias de las levaduras L2-L5 fueron similares
por lo que fueron consideradas como la misma levadura; Hanseniaspora uvarum.
Las diferencias en los % de identidad son debidas a pequefios errores durante la
secuenciacion (Apéndice 3), donde algunos nucleétidos (A, T, C o G) fueron
reportados con la letra N, lo cual indica que no fue determinada la base

nitrogenada exacta. Por tal motivo, fueron consideradas como la misma levadura.
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Tabla 6. Resultados del analisis BLAST mostrando las secuencias que produjeron
alineamientos significativos en relacion con los microorganismos aislados.

Microorganismo Microorganismo identificado % de identidad Ntmero de

aislado acceso
Levadura L1 Rhodotorula mucilaginosa 99.82 MN170556.1
Levadura L2 Hanseniaspora uvarum 99.52 MK267742.1
Levadura L3 Hanseniaspora uvarum 99.56 MK267742.1
Levadura L4 Hanseniaspora uvarum 99.8 KF728823.1
Levadura L5 Hanseniaspora uvarum 96.47 KF728823.1
Fusarium proliferatum 99.79 MK105817.1
Hongo H6 Fusarium fujikuroi 99.79 MN396539.1
Fusarium oxysporum 99.79 MN272281.1
Penicillium rubens 93.22 MN413181.1
Hongo H7 Penicillium chrysogenum 93.22 MN262086.1
Penicillium dipodomyicola 93.22 MK461921.1

De acuerdo con los resultados los andlisis BLAST, los hongos que
presentaron mayor actividad glucosidica son pertenecientes a los géneros
Fusarium y Penicillium. Sin embargo, el andlisis arrojo tres posibles especies para
cada uno (Tabla 6). Debido a lo anterior, para complementar los resultados
obtenidos del andlisis molecular se realizaron microcultivos y cultivos en placa de
ambos hongos para observar sus caracteristicas macroscoépicas y microscopicas

y asi determinar las especies.

En la Figura 8 se observa la morfologia por microscopia 6ptica y el tipo de
crecimiento en placa de los dos hongos. El hongo Penicillium presenta colonias
aterciopeladas de color verde, mientras que al microscopio se observan
conidiéforos hialinos, con fialides sobre métulas y conidias en forma de cadena,
Las colonias del hongo Fusarium son algodonosas de color blanco y producen
un pigmento morado, por otro lado, al microscopio se observan macroconidias

fusiformes con septos transversales y microconidias elipsoidales.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN170556.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=U7PF410E014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK267742.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U4B3TKEU01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK267742.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U4B3TKEU01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF728823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=U4BDCWE101R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF728823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=U4BE94Z501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK105817.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U4BJ6W3901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN396539.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=U4BJ6W3901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN272281.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=U4BJ6W3901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN413181.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U4BJXY6J01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN262086.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=U4BJXY6J01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK461921.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=U4BJXY6J01R

Realizando una extensiva busqueda bibliografica y comparando con perfiles
morfologicos reportados para estas especies de hongos, se determiné que, por
sus condiciones de crecimiento, caracteristicas macroscopicas y microscopicas
los hongos H6 y H7 corresponden a Fusarium oxysporum y a Penicillium

chrysogenum, respectivamenteg>8.63-65.67.69,

7

o =

Figura 8. Imagenes del creC|m|ento en placa (izquierda), y comparamon de la morfologla
de los hongos aislados (centro) contra los microorganismos de referencia (derecha).

3.6 Produccion de Celulasas

Las celulasas fueron producidas por FSS empleando los hongos A. niger
ATCC 9142, F. oxysporum y P. chrysogenum cultivados a 28 °C a diferentes
tiempos. La Figura 9 muestra la produccion de las celulasas (en funcion de su
actividad) producidas por estos hongos, utilizando la celulosa de las hojas de A.

salmiana como fuente de carbono (fibras y parénquima).
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Figura 9. Produccion de celulasas por FSS empleando los hongos F. oxysporum (a), P.
chrysogenum (b) y A. niger (c).

La actividad de todas las enzimas producidas por los hongos fue detectada
después de dos dias de fermentacién. En el caso de Penicillium, la actividad
exoglucanasa incrementd significativamente desde el dia 2 y permanecié
constante hasta los diez dias, disminuyendo lentamente después de ese dia.
Las actividades endoglucanasa y B-glucosidasa estuvieron incrementando hasta
los dias 6 y 8, respectivamente. Sin embargo, la actividad B-glucosidasa mostré
una rapida disminucién después del dia 8, mientras la endoglucanasa conservé

su actividad hasta el dia 12.
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Las endo- y exoglucanasas producidas por F. oxysporum tuvieron un
comportamiento similar a lo largo de la fermentacion, alcanzando su actividad
maxima al dia 8 y disminuyendo rapidamente a partir de eso. La actividad -
glucosidasa fue aumentando progresivamente a lo largo del tiempo hasta

alcanzar su maxima actividad al dia 12.

En el caso de la cepa comercial de A. niger, el comportamiento de las tres
enzimas fue muy similar durante los dias de la fermentacion. La actividad -
glucosidasa alcanzd su mayor actividad al dia 8, mientras que las actividades

endo- y exoglucanasas, al dia 10 de la fermentacion.

3.7 Efecto del pH y la Temperatura sobre la Actividad Enzimética de las Celulasas

La Figura 10 muestra el efecto que tuvo el pH sobre la actividad enzimética
de las celulasas producidas por los hongos. El pH éptimo para las endo- y
exoglucanasas de los tres hongos fue entre 4 y 5. Variaciones en el pH
disminuyen significativamente la actividad de estas dos enzimas. El pH 6ptimo
para la B-glucosidasa fue diferente en cada hongo (entre 4 y 6), a diferencia de

las otras dos enzimas, éstas son mas tolerantes a las variaciones en el pH.
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Figura 10. Efecto del pH sobre la actividad endoglucanasa (a), exoglucanasa (b) y B-
glucosidasa (c) de cada hongo.

La Figura 11 muestra el efecto de la temperatura sobre la actividad de las
enzimas. En general, las celulasas producidas por los hongos aislados tienen
actividad a temperaturas mas altas que las producidas por el hongo comercial;
destacando las celulasas de P. chrysogenum, que presentan su mayor actividad
a temperaturas de 50 y 70 °C. Ninguna de las enzimas mostré actividad arriba de

80 °C.
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Figura 11. Efecto de la temperatura sobre la actividad endoglucanasa (a), exoglucanasa

(b)

y B-glucosidasa (c) de cada hongo.

Una vez determinadas las temperaturas y pH éptimos de cada enzima, se

realizaron los ensayos enzimaticos bajo esas condiciones, para determinar la

maxima actividad enzimatica de cada una. En la tabla 7 se muestran los

resultados obtenidos.

Tabla 7. Méaxima actividad enzimética determinada para cada enzima bajo las
condiciones de estudio.

Hongo Enzima

Actividad UA/g

Endoglucanasa
Exoglucanasa
B-glucosidasa

Endoglucanasa
Exoglucanasa
B-glucosidasa

Endoglucanasa
Exoglucanasa
B-glucosidasa

P. chrysogenum

F. oxysporum

A. niger ATCC 9142

14.40
3.50
4.14

10.50
1.50
1.20

11.40
1.00
1.10
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Dado que las tres celulasas de P. chrysogenum mostraron una mayor
actividad en comparacion con las enzimas de los otros dos hongos, esta cepa se
eligid6 para la produccion de azucares reductores a partir de la hidrolisis

enzimatica del tejido parenquimatoso de las hojas de agave.

3.8 Produccién de Inulinasas

La produccién de inulinasas se llevo a cabo con la levadura H. uvarum, ya que
fue la que presenté mayor actividad enzimatica (Seccién 3.3). La levadura se
incubd por 4 dias con jugo de agave como fuente de carbono. También se
determiné el pH y la temperatura 6ptimos de la enzima. En la Figura 12 se

muestran los resultados obtenidos.
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Figura 12. Produccion de inulinasa por H. uvarum (a) y el efecto del pH (b) y la
temperatura (c) sobre su actividad enzimatica.
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Al primer dia de incubacion se alcanzé la maxima produccion de inulinasas.
Al transcurrir los dias la actividad fue disminuyendo muy lentamente. Por tanto,
no es necesario extender el tiempo de fermentacibn mas de un dia, para la

obtencion de mayor actividad inulinasa.

Su temperatura optima fue de 40 °C y su pH Optimo de 5. Variaciones en el
pH disminuyen su actividad. La enzima tiene estabilidad en un rango de
temperatura de 30-55 °C. A temperaturas de 30 °C presenta una actividad arriba
del 80 %, que es una temperatura cercana a la de su crecimiento de 28 °C. La
mayor actividad enzimatica fue de 180.5 UA/mL, la cual fue determinada
realizando la hidrélisis de inulina bajo las condiciones optimas de temperatura y

pH.

3.9 Resistencia a Saponinas

Se evalué la capacidad de las levaduras de poder crecer y fermentar a partir
del jugo de agave y otros carbohidratos como fuente de carbono. En la Tabla 8

se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 8. Crecimiento y produccion de gas de las levaduras utilizando diferentes fuentes
de carbono.

Levaduras Jugo Inulina Sacarosa Glucosa Fructosa
H. uvarum + + - + +
Windsor - + + + +
Safale S-04 - + + + +
Safbrew S-33 - + + + +
YPFEN - + + + +
Tradi-Pan® - + + + +

+: crecimiento y produccion de gas; -: sin crecimiento.
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H. uvarum fue la Gnica levadura capaz de utilizar el jugo de agave. También
demostré ser capaz de fermentar los demas azlcares, a excepcion de la
sacarosa. Por otro lado, las levaduras comerciales pudieron crecer y fermentar
utilizando todos los azucares, pero no demostraron ser capaces de crecer en el

jugo de agave.

Los resultados de la actividad antimicrobiana de las saponinas sobre las
diferentes levaduras se muestran en la Tabla 9. No se observé la formacion de
una zona de inhibicién en H. uvarum. Los niveles de inhibicién son similares en

las levaduras comerciales.

Tabla 9. Ensayo antimicrobiano de las saponinas presentes en las hojas de A. salmiana
por el método de difusion en disco.

Levaduras Zona de inhibicion (mm)
H. uvarum NI
Windsor 9+0.2
Safale S-04 11+0.3
Safbrew S-33 9.4+0.1
YPFEN 9+0.1
Tradi-Pan 10+0.2

NI: no presenté inhibicién.

3.10 Produccién de Azlcares por Hidrolisis Enziméatica

La hidrélisis enziméatica del parénquima de las hojas de A. salmiana se llevo a
cabo con el extracto enzimético crudo producido por FSS por el hongo P.

chrysogenum, el cual demostro tener la mayor actividad celulolitica de los hongos
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de estudio (seccion 3.7). La Figura 13 muestra el porcentaje de hidrdlisis del

parénquima.
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Figura 13. Porcentaje de hidrdlisis de las células parenquimatosas por el extracto
enzimatico crudo a diferentes tiempos.

Para producir una mayor cantidad de azlcares para la fermentacién alcohdlica
fue necesario escalar el proceso de hidrélisis enzimética a un mayor volumen
(450 mg de parénquima, 20 mL de buffer y 10 mL de extracto enzimético crudo).
Las hidrdlisis se realizaron en tubos cénicos de centrifuga de 50 mL por un tiempo

de 3 dias.

Al final se logro hidrolizar el parénquima en un 56 %, un porcentaje un poco
mayor que el obtenido a los 2 dias de hidrolisis. Posteriormente, el contenido de
todos los tubos se transfiri6 a un frasco de plastico de un litro para juntar los

hidrolizados y usarlos en la produccién de bioetanol.
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3.11 Produccién de Bioetanol

La produccion de bioetanol se llevd a cabo conforme a las condiciones
indicadas en la Tabla 2 (seccién 2.14). Durante los siete dias que duraron las
fermentaciones se monitored la produccion de etanol, asi como el consumo de

azucares. En las Figuras 14 y 15 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 14. Produccion de etanol por fermentacion (a) y co-fermentacién (b) del jugo de
agave.

El jugo de agave tenia una concentracion inicial de aztcares de 80 g/L, de los
cuales 41.4 g correspondian a azUcares simples y el resto a inulina. Al final de la
fermentacién y co-fermentacién del jugo de agave quedaron 11 y 19 g/L de
azucares totales, respectivamente. La levadura H. uvarum gener6 30.4 g/L de
etanol al final de la fermentacion, mientras que en co-cultivo con la levadura

Safale-04 se generaron 28.5 g/L.
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a) H. uvarum + hidrolizado b) H. uvarum y Safale-04 + hidrolizado
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Figura 15. Produccién de etanol por fermentacién (a) y co-fermentacién (b) del
hidrolizado enzimatico.

El hidrolizado enzimatico obtenido del parénquima de las hojas de agave se
utilizé sin una filtracion previa a la fermentacion. Por tal motivo, tenia una
concentracion inicial de 20 g/L de azUcares totales, de los cuales 14.3 ¢
correspondian a glucosa y el resto a celulosa y oligosacaridos que no fueron
hidrolizados por las enzimas. Al final de la fermentacion la levadura H. uvarum
produjo 6.8 g/L de etanol, mientras que en la co-fermentacion se generaron 7 g/L,
una cantidad muy similar. En ambas fermentaciones se consumié por completo

la glucosa, quedando solamente la celulosa y los oligosacaridos.
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CAPITULO 4

DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Celulosa de Agave como Fuente de Carbono para la Produccién de
Celulasas

La celulosa presenta dos diferentes morfologias dentro de las hojas de Agave
salmiana, forma parte de las fibras que dan soporte y rigidez a la planta y también
se encuentra como parte de la pared celular de las células parenquimatosas, las
cuales sirven para el almacenamiento de agua y nutrientes®”.’%, Por tal motivo, se
evalué la capacidad de los hongos de poder utilizar ambas celulosas como fuente

de carbono.

Como se mostré en la seccion 3.2, los hongos crecieron mucho mas rapido
cuando fueron cultivados en el parénquima que en las fibras de agave (Fig. 4).
Sin embargo, cuando se utilizaron los extractos enzimaticos crudos para
hidrolizar los tres diferentes sustratos, el extracto enzimatico recuperado de los
hongos crecidos sobre el parénquima solo fue capaz de hidrolizar el parénquima,

mientras que el recuperado de los hongos crecidos en las fibras hidrolizé los tres
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sustratos: fibra, parénquima y nanocelulosa aislada del parénquima (Tablas 3 y

4).

Las fibras fueron lavadas para remover azucares y otros compuestos,
mientras que el parénquima se uso tal cual. Dado que el extracto enzimatico
recuperado del crecimiento de los hongos en el parénquima solo pudo hidrolizar
el parénquima y no las fibras ni la nanocelulosa (aislada del parénquima), se
dedujo que los hongos no produjeron celulasas durante la fermentacién o las
produjeron en una cantidad demasiado baja como para no detectarse la
liberacién de azucares durante las hidrdlisis (Tabla 3). Por otro lado, se observé
liberacién de azucares a partir de la hidrélisis del parénquima. Probablemente,
los hongos produjeron inulinasas para hidrolizar los fructosanos presentes.
Hongos del género Aspergillus ya han sido reportados como productores de

inulinasas16:18.71.72

El extracto enzimatico recuperado de los hongos crecidos sobre las fibras fue
capaz de hidrolizar los tres sustratos. Dado que las fibras fueron lavadas para
eliminar otros azucares, quedando exclusivamente la celulosa de la fibra como
fuente de carbono, los hongos tuvieron que producir celulasas para desarrollarse.
La nanocelulosa es la celulosa aislada de la pared celular de las células

parenquimatosas’3, por tanto, los azucares liberados de la hidrélisis del
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parénquima, son derivados de la digestion de la celulosa y no de los fructosanos

presentes.

En habitats naturales, los microorganismos regulan su produccién de enzimas
para un uso mas eficiente de la fuente de carbono disponible’4. Anteriormente,
se ha reportado que la adicion de glucosa al medio de cultivo favorece el rapido
crecimiento de los hongos, pero suprime la actividad celulolitica’. Dado que las
células parenquimatosas contienen azUcares simples, estos fueron utilizados
rapidamente por los hongos antes que la celulosa, por tanto, la produccién de
celulasas por los hongos se vio limitada (Tabla 3). En el caso de las fibras, al no
existir otra fuente de carbono, los hongos tuvieron que producir celulasas para

poder desarrollarse.

Como se mencion6 anteriormente, los principales factores involucrados en la
hidrolisis de la celulosa son la porosidad, la cristalinidad y el contenido de lignina
y hemicelulosa*®. Cuando la biomasa es mas porosa, las enzimas pueden
acceder mas facilmente al sustrato favoreciendo la hidrdlisis. Una biomasa con
alta cristalinidad sera mas recalcitrante y dificil de hidrolizar. Por otro lado, una
biomasa libre de lignina y hemicelulosa también sera facil de hidrolizar, debido a
gue no existen componentes que limiten el acceso de las enzimas. La tabla 10
muestra las principales diferencias entre los tipos de sustratos sujetos a hidrolisis

enzimaética.
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Tabla 10. Caracteristicas generales de los diferentes tipos de celulosa.
Fibras Nanocelulosa Parénquima

Espesor de ~80 nm y longitudes
mayores a 20 ym

Medidas Espesor de ~500 um

Pureza No S NG
indice de
cristalinidad ~12 58.2 45

La nanocelulosay el parénquima son mas faciles de hidrolizar en comparacion
con las fibras debido a la baja cristalinidad y pequefio tamafio que poseen. Al ser
mas pequefias aumenta el area superficial y el contacto de las enzimas con el

sustrato, lo que provoca una mayor hidrolisis=e.

Las diferencias en la hidrolisis de la nanocelulosa y el parénquima pueden
estar relacionadas por las diferencias estructurales entre ambas fuentes de
carbono®’. Durante la obtencién de la nanocelulosa a partir del parénquima se
remueven los azlcares presentes, ademas, se elimina la lignina que recubre la
celulosa, lo cual la hace mas facil de hidrolizar que la celulosa presente en la

pared celular del parénquima“?.

En un trabajo previo del grupo de trabajo, el parénquima de las hojas de agave
fue tratado bajo tres condiciones diferentes para la obtencion de nanocelulosa:
con agua caliente, peroxido de hidrégeno y acido sulfirico*?. Los andlisis por
Difraccion de rayos X mostraron la eliminacion de azlcares simples en las tres

muestras y la eliminacion de lignina con el tratamiento con peroxido y acido
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sulfurico. Ademas, se realizé un experimento donde las diferentes nanocelulosas
obtenidas fueron sujetas a hidrolisis con una celulasa comercial. Se reporté que

los tres tratamientos favorecieron la liberacion de azUcares.

Dado los resultados obtenidos en este trabajo, junto con lo reportado
previamente por el grupo de trabajo, se considera importante el minimizar o
eliminar los azlcares simples de la biomasa lignoceluldsica antes de llevar a cabo
una fermentacion para inducir la produccion de celulasas desde el inicio. Las
hojas de agave contienen altas cantidades de azlcares solubles®3° que se
pueden extraer al exprimir las hojas después de un proceso de congelacion-
descongelacién. Estos azlcares pueden ser aprovechados para otros fines. En
este proyecto, el jugo que se obtuvo al exprimir la biomasa fue usado para la
producciéon de inulinasas y para la produccién de etanol por fermentacion

alcohdlica.

La biomasa exprimida contiene fibra, parénquima y azucares residuales. Esta
fue lavada con agua caliente para eliminar restos de azUcares que hayan
guedado. Ya que la biomasa contiene en su mayoria celulosa, se decidié molerla
para aumentar el area superficial (de la fibra, principalmente) y utilizarla para la
produccion de celulasas por fermentacion en sustrato sélido. Con la finalidad de

reducir pasos simplificando y eficientizando el proceso de produccion de
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enzimas, no se considero apropiado separar las fibras del parénquima y se opt6

por trabajar con la biomasa unicamente molida.

4.2 Microorganismos Productores de Inulinasas

Se evalud la capacidad de las levaduras y las bacterias aisladas del agave de
producir inulinasas. A excepcion de cuatro bacterias, todos los deméas
microorganismos fueron capaces de utilizar la inulina como fuente de carbono y
de producir inulinasas (Tabla 5). Los extractos enzimaticos obtenidos de una
bacteria (B8) y de cuatro levaduras (L2—L5) fueron los que generaron una mayor
liberacion de azucares reductores a partir de los experimentos de hidrdlisis de la

inulina comercial.

El aguamiel es obtenido a partir de los magueyes, principalmente del A.
salmiana y A. furcroydes’®. El aguamiel es un liquido rico en carbohidratos
(principalmente fructosanos), minerales y proteinas que puede consumirse fresco
o fermentarse para la obtencién del pulque’’. Se ha analizado la microbiota de

esta bebida y se ha encontrado una gran variedad de bacterias y levaduras’6-72,

Debido a que los fructosanos son la principal fuente de carbono en el

aguamiel, se esperaba que todos los microorganismos aislados fueran capaces
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de crecer utilizando la inulina comercial, sin embargo, cuatro cepas no fueron

capaces de desarrollarse.

En un consorcio microbiano conviven microorganismos de diferentes géneros
y especies, por tanto, no todos son capaces de generar los mismos metabolitos
o enzimas’®. Unos dependen de otros para producir enzimas necesarias que
hidrolicen los carbohidratos a azlcares mas simples que puedan utilizar,
Probablemente, las cuatro bacterias que no crecieron no eran capaces de
producir inulinasas para poder desarrollarse de manera autbnoma. Sin embargo,
la mayoria de las bacterias y las levaduras si produjeron inulinasas, por eso

fueron capaces de crecer usando la inulina comercial como fuente de carbono.

4.3 Microorganismos Fermentadores

Se realiz6 un screening para identificar aquellos microorganismos que son
capaces de producir diéxido de carbono por fermentacion de la glucosa. El
experimento se realizé con todos los microorganismos aislados del agave, de los

cuales solo cuatro levaduras fueron capaces de generar este gas (Fig. 5).

Dentro de la microbiota de los alimentos y bebidas fermentadas, existen
muchos microorganismos que son responsables de la fermentacién, no solo
levaduras del género Saccharomyces, si no también levaduras no

Saccharomyces, como Kluyveromyces, Kloeckera y Hanseniaspora y bacterias
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como Zymomonas Yy Lactobacillus®3>-27:8L, Inclusive, se han reportado especies de

Fusarium que pueden producir etanol en condiciones de anaerobiosis 52:°6:57,

4.4 Identificacion de los Microorganismos

Se realizo la identificacidbn molecular de las cinco levaduras y de los hongos
H6 y H7 mediante el analisis de la region del ITS del DNAr 5.8S. Estas regiones
son secuencias de gran importancia para distinguir especies de hongos y

levaduras por andlisis de PCR®,

El DNAg de las levaduras se extrajo mediante el método de extraccion con
solventes, mientras que el de los hongos con un kit comercial. Ambas técnicas
resultaron adecuadas para la extraccion del DNAg (Fig. 6). Por lo general, la
extraccion del material genético de los hongos resulta costosa, dificil y tediosa,
ya que se necesitan procedimientos agresivos para poder lisar el micelio, como
por ejemplo el tratamiento con nitrégeno liquido, el uso de perlas de vidrio o la

sonicacién®t, Sin embargo, con el uso del kit se evitan estos procedimientos.

Mediante el andlisis BLAST se identificaron dos tipos de levaduras en los
aislados, R. mucilaginosa y H. uvarum. Ambas especies de levaduras ya han sido
reportadas como parte de la microbiota de las plantas de agave’®7’8, por lo que
las levaduras coinciden con lo ya reportado en la bibliografia. Debido a que H.

uvarum mostré ser capaz de producir dioxido de carbono por la fermentacion de
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glucosa y tener mayor actividad glucosidica, se decidio utilizar esta levadura para

la obtencién de inulinasas y la produccién de etanol.

De acuerdo con el andlisis BLAST y con las caracteristicas macroscoépicas y
microscoépicas de los hongos, estos se identificaron como F. oxysporum y P.
chrysogenum. Estos resultados concuerdan con lo reportado anteriormente por
Vega-Ramos et al. 2013 y Contreras-Hernandez et al. 2018 quienes reportan que
ambos hongos estan relacionados con las especies de agaves, siendo Fusarium

un patégeno para estas plantas®®82,

4.5 Producciéon de Celulasas

Las celulasas fueron producidas por FSS empleando los hongos A. niger
ATCC 9142, F. oxysporum y P. chrysogenum. Los resultados se mostraron en la

Figura 8.

Las exoglucanasas son las enzimas responsables de la hidrolisis de las
porciones cristalinas de la celulosa®. Las fibras de agave tienen un alto indice de
cristalinidad (Tabla 10), similar a la celulosa comercial, por eso es necesario que
estas enzimas estén activas durante toda la fermentacion para poder hidrolizar
las fibras y utilizarlas como fuente de carbono*#2. En el caso de Penicillium, se

puede observar que la actividad es constante a partir del dia 2. La actividad
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exoglucanasa de Fusarium y Aspergillus empieza a disminuir paulatinamente

después de alcanzar su maxima actividad.

Las endoglucanasas se encargan de hidrolizar las regiones amorfas de la
celulosa®. El parénquima del agave es un material con menor cristalinidad, por
tanto, tiene mas regiones amorfas en su estructura (Tabla 10). En las hojas de A.
salmiana, el parénquima y las fibras se encuentran en una relacion 4.5:1
parénquima:fibra*?>. Probablemente, esto contribuyé a que la actividad
endoglucanasa fuera mucho mayor en los tres hongos en comparacion con la

actividad de las otras dos enzimas.

Las endo- y exoglucanasas de Fusarium y Penicillium tienden a aumentar muy
rapidamente desde el inicio de la fermentacion, superando el 60 % de actividad.
También muestran un comportamiento similar entre ellas a lo largo de toda la
fermentacidn, indicando que estan utilizando tanto las fibras como el parénquima
al mismo tiempo. Las enzimas producidas por Aspergillus tienen un aumento muy

lento de su actividad, en comparacion con los hongos aislados del agave.

La sinergia entre endoglucanasas y exoglucanasas genera celobiosa, la cual
posteriormente es hidrolizada por las B-glucosidasas®:. Este disacarido es un
fuerte inhibidor de las endo- y exoglucanasas, por eso, es necesaria la constante

actividad de la B-glucosidasa, para mantener la concentracion de celobiosa al
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minimo y evitar asi la inhibicion de las otras enzimas. En los tres hongos se puede
observar que la disminucion en la B-glucosidasa después alcanzar el dia de
mayor actividad conduce a una lenta pérdida de actividad en las otras enzimas.
Por tanto, no es necesario extender el tiempo de las fermentaciones, ya que el

punto de actividad maxima para cada enzima se alcanzo antes de los 12 dias.

En la figura 9 se mostré el efecto que tuvo el pH sobre la actividad enzimética
de las distintas celulasas. El pH éptimo para cada una de las enzimas de estudio
esta dentro del rango de los ya reportados para otros microorganismos en

diferentes trabajos (Tabla 11).

Tabla 11. pH 6ptimo de las celulasas producidas por diferentes microorganismos.

Microorganismo Endoglucanasa Exoglucanasa B-glucosidasa Ref
A. niger ATCC 9142 4 4 4
Presente
P. crysogenum 4 4 6 trabajo
F. oxysporum 5 5 5
Trichoderma 45 5 45 Z
longibrachiatum
Penicillium sp. 45 NR NR 8
Pyrococcus furiosus NR NR 6 86
A. niger NR NR 4 87

Symblobac'gerlum 5 . \R N
thermophilum
Paenibacillus .
xylanilyticus M33 5 NR NR

Ref: referencias; NR: No reportado

En la Figura 10 se observo la influencia que tuvo la temperatura en la actividad
enzimatica de las distintas celulasas. A medida que aumenta la temperatura

aumenta la velocidad de reaccion y, por tanto, la actividad enzimatica®®. Una vez
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que las enzimas alcanzan su maxima actividad, esta disminuye
considerablemente conforme aumenta la temperatura. Esta inactivacion de las

enzimas es debido a su desnaturalizacion.

La temperatura a la que la desnaturalizacion se vuelve importante varia de
una enzima a otra. Normalmente es insignificante por debajo de 30 °C, y
comienza a ser apreciable por encima de los 40 °C%?°l, En este trabajo,
destacaron las enzimas de Penicillium, las cuales mostraron la mayor actividad a
50 °C (endoglucanasa y exoglucanasa) y 70 °C (B-glucosidasa). En la tabla 12

es posible comparar los resultados obtenidos con lo reportado en otros trabajos.

Tabla 12. Temperatura O6ptima de las celulasas producidas por diferentes
microorganismos (°C).

Microorganismo Endoglucanasa Exoglucanasa B-glucosidasa Ref
A. niger ATCC 9142 30 40 50
P. crysogenum 50 50 70 Preserjte
trabajo
F. oxysporum 35 50 50
T. longibrachiatum 60 50 NR 84
Penicillium sp. 65 NR NR 8
P. furiosus NR NR 100 86
A. niger NR NR 65 87
S. thermophilum 55 45 NR 88
Amycolaptosis sp. 60 60 NR I8
P. xylanilyticus M33 40 NR NR 89

Ref: referencias; NR: No reportado

Las hidrdlisis enzimaticas industriales que se realizan a menos de 50 °C
muestran tasas de hidrolisis lentas, lo que genera bajas cantidades de azlcares
a partir de la biomasa lignocelulosica. Ademas, son propensas a la contaminacion

microbiana. En tales casos, se requiere una alta cantidad de enzima. Por esta
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razon se ha sugerido el uso de enzimas que trabajen a altas temperaturas para
superar estas limitaciones®2. Las enzimas de Penicillium y Fusarium podrian ser
convenientemente Utiles para emplearse en procesos industriales debido a que

tienen actividad a altas temperaturas.

Una vez que se encontraron las condiciones Optimas de pH y temperatura, se
determind la temperatura 6ptima de cada enzima. En la tabla 7 se observa que
las enzimas de Penicillium destacaron sobre las de los otros hongos de estudio.
En la tabla 13 se hace una comparacion de las celulasas producidas por P.

chrysogenum con lo reportado en otros trabajos.

Las condiciones de las fermentaciones, asi como los microorganismos y la
biomasa usada, son los principales factores que influyen en la actividad
enzimatica y la cantidad de celulasas producidas por fermentacién en sustrato
s6lido!194.%; por lo tanto, una comparacion realista de la produccién de enzimas
por diferentes microorganismos y fuentes de carbono como se reporta en la
literatura puede no ser posible debido a las diferentes condiciones de
fermentacion descritas por cada grupo de investigacion®. Sin embargo, las
enzimas producidas por el hongo aislado, P. chrysogenum, mostraron tener una
mayor actividad enzimatica en comparacion con otras especies de Penicillium

(Tabla 13).

60



Tabla 13. Actividad enziméatica de celulasas producidas por FSS.

Enzima Microorganismo Fuente de carbono Ac(tl'JV/'g)ad Ref.
Penicillium citrinum Salvado de trigo 7.56
MTSS 6489 Salvado de arroz 10.20 %3
Paja de arroz 3.72
Foggﬁzgi;p' Salvado de trigo 71.70 94
Endoglucanasa A. niger Harina de soya 35.10 %
A. nidulans AKB25 Frijol negro 152.14 9%
P. citrinum CBMAI . 97
1186 Salvado de trigo 1.93
P. chrysogenum Hojas de A. salmiana 14.40 PT
Penicillium citrinum Salvado de trigo 6.88
MTSS 6489 Salvado de arroz 2.56 %
Paja de arroz 4.56
Fomitopsis sp. . 94
e onlucanasa RCK2010 Salvado de trigo 3.49
9 A. niger Harina de soya 0.55 %
A. nidulans AKB25 Frijol negro 3.42 9%
P. citrinum CBMAI . 97
1186 Salvado de trigo 1.33
P. chrysogenum Hojas de A. salmiana 3.50 PT
Fomitopsis sp. . o
RCK2010 Salvado de trigo 53.68
. A. nidulans AKB25 Frijol negro 35.11 %
B-glucosidasa 5 ciiinum cBMAI
. i 97
1186 Salvado de trigo 0.22
P. chrysogenum Hojas de A. salmiana 4.14 PT

Ref: referencia. PT: presente trabajo

4.6 Produccion de Azucares Reductores por Hidrolisis Enziméatica

Como se mencion6 anteriormente, la celulosa presente en la pared celular de
las células parenquimatosas resultdé ser mas facil de hidrolizar que la celulosa de
las fibras (Seccion 4.1). Por tal motivo, el parénquima fue separado de las fibras

y usado para la obtencion de azucares. La biomasa molida se utilizo para la

produccion de las enzimas (Seccion 2.8y 4.1)
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Los procesos fisicos de corte y molienda son utiles para el procesamiento de
la biomasa lignoceluldsica, ya que logran disminuir el tamafio de particula,
aumentando el area superficial®®. Sin embargo, estos pretratamientos fisicos no
tienen impacto para eliminar otros componentes fisicos como cera, lignina,
azucares, ni mejoran considerablemente la digestibilidad de la celulosa, es por
eso por lo que los pretratamientos quimicos (alcalinos o acidos) se han vuelto

necesarios para mejorar la desmineralizacion de la celulosa*.

Para favorecer la hidrélisis de la biomasa y obtener una mayor cantidad de
azucares, fue necesario utilizar una gran cantidad de extracto enzimatico crudo,
con lo que se logro hidrolizar el parénquima en un 56 % en un tiempo de 48 horas
(Fig. 13). Aunque el parénquima utilizado para la obtencién de azucares no
recibi6é un pretratamiento quimico, se logré una alta conversion de la biomasa. El
porcentaje de hidrélisis obtenido fue similar al reportado por otros autores que
han trabajado con especies de Agave®%389° Como se demostré anteriormente,
el parénquima fue mas fécil de hidrolizar que las fibras de agave debido a su

mayor area superficial (Tablas 3y 4).

Por lo tanto, ademas de seleccionar el método de pretratamiento mas
apropiado y el complejo enzimético, también seria conveniente considerar la
porcién mas digerible de la biomasa como otro factor a considerar durante la

hidrélisis enzimatica.
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4.7 Produccion de Inulinasas

La produccidén de inulinasas se llevd a cabo con la levadura H. uvarum
utilizando el jugo de agave como fuente de carbono. La maxima actividad
enzimatica obtenida de la inulinasa fue de 180.5 U/mL, llevada a cabo bajo las
condiciones optimas de pH y temperatura de la enzima (pH de 5 a 40 °C). En la
tabla 14 se compara la actividad de la inulinasa producida por la levadura aislada

con la actividad reportada para otros microorganismos.

Tabla 14. Actividad enzimatica de inulinasas producidas por diferentes microorganismos.
Actividad pH Temperatura

Microorganismo Fuente de carbono (UA/mL) 6ptimo  6ptima (°C) Ref.
Fructosanos de
H. uvarum hojas de A. 180.5 5 40 Iirrzfgge
salmiana J
K. marxianus 100
ATCC 16045 Sacarosa 176 NR NR
P. guilliermondi Inulina 60 6 60 17
K. marxianus Extracto de Dalia 1.52 4 50 19
A. niger Achicoria de 185 NR NR 16
Jerusalén
E. coli Medio LB 44.40 5.3 45 20

recombinante*

Ref: Referencia; NR: no reportado. *Se expreso el gen rinuAHJ7 de Arthrobacter sp. HJ7
en E. coli.

No se encontraron reportes previos donde se haya evaluado la produccion de
enzimas por microorganismos del género Hanseniaspora. Sin embargo, se puede
observar que su actividad es alta en comparacion con otros microorganismos.
Tamang et al. 2016 reportaron los principales géneros de levaduras iniciadoras
en alimentos fermentados y bebidas alcohdlicas; donde se encontrd la presencia

de Hanseniaspora?*. Esto explicaria la alta actividad inulinasa, ya que al ser una
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de las levaduras iniciadoras del proceso de fermentacion, participaria en la
produccion de azucares fermentables para su utilizacion por otros

microorganismos.

4.8 Resistencia a Compuestos Antimicrobianos

Las plantas de agave contienen saponinas, unos glacidos esteroideos
capaces de inhibir el crecimiento de los microorganismos durante la
fermentacion®® 191, Ya que las saponinas son capaces de generar espuma, el
jugo de agave fue agitado para observar la formacion y la persistencia de la
espuma, como una forma cualitativa de identificar su presencia en el jugo de

agave.

La Figura 16 muestra la presencia de saponinas en el extracto de las hojas de
A. salmiana mediante la generacién de espuma. La permanencia de la espuma
fue por mas de 20 minutos, también se observa que las saponinas estan
presentes aun después de la esterilizacion del jugo. Por esta razén, se evalué la

resistencia de H. uvarum a las saponinas.
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Figura 16. Presencia de saponinas en el jugo de agave antes (a) y después (b) de la
esterilizacion.

La inulina, la glucosa, la sacarosa y la fructosa son de los principales
carbohidratos que se encuentran presentes en las especies de agave? 192, Las
levaduras comerciales mostraron ser capaces de utilizar estos azucares, sin
embargo, no fueron capaces de crecer en el jugo de agave (Tabla 8), lo que indica

gue en este se encuentra presente algiin metabolito que inhibe su desarrollo.

Por otro lado, la levadura aislada si fue capaz de crecer en el jugo de agave y
fermentarlo, mostrando la misma capacidad cuando fue cultivada con glucosa y
fructosa como fuente de carbono. Sin embargo, no fue capaz de utilizar la

sacarosa.

La invertasa es la enzima que se encarga de hidrolizar la sacarosa a glucosa
y fructosal®. Se desarrollé un experimento adicional para verificar si H. uvarum

no produce esta enzima. El experimento se llevd a cabo bajo la misma
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metodologia de la Seccion 2.11, pero utilizando sacarosa en lugar de inulina. El
extracto no fue capaz de hidrolizar la sacarosa, por tanto, se demostré que H.

uvarum no produce invertasas.

Li et al. 2012 determinaron la composicion quimica de diferentes especies de
agave Yy reportaron que las hojas de A. salmiana son las que presentan una
menor cantidad de sacarosa (~0.5 g/L)!%?. Probablemente, dentro del microbioma

del agave, son otros los microorganismos que se encargan de su consumo.

A diferencia de H. uvarum, las levaduras comerciales se vieron inhibidas por
las saponinas en el ensayo antimicrobiano. Comparando los resultados obtenidos
del crecimiento de los microorganismos en el jugo de agave y otros azlcares
(Tabla 8) con las pruebas de actividad antimicrobiana (Tabla 9), se demostr6 que
las levaduras comerciales fueron inhibidas por la presencia de saponinas en el
jugo de A. salmiana, ya que éstas permanecen en el jugo aun después de su

esterilizacion (Fig. 16).

Verastegui et al. 2008 evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos de
cuatro especies de agave (A. lechuguilla, A. picta, A. scabra y A. lophanta)©?,
Todos los extractos mostraron actividad inhibitoria sobre hongos y levaduras, y
solo el extracto de A. picta mostréd actividad sobre bacterias patdgenas, como E.

coli, V. cholerae y S. aureus.
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Alcazar et al. 2016 demostraron que los extractos de A. duranguensis y A.
salmiana tienen actividad contra especies de S. cerevisiae usadas para la
fermentacion, pero no contra K. marxianus, una levadura aislada del agave, la
cual presentd actividad saponinasa, recuperandose de una exposicion a las
saponinas®l. También existen hongos capaces de producir tomatinasa, una
enzima que hidroliza las saponinas, permitiéndoles desarrollarse en plantas que
producen estos compuestos!®. Ya que la levadura H. uvarum fue aislada de las
hojas del A. salmiana, probablemente sea capaz de producir alguna de estas dos

enzimas para poder desarrollarse.

Cira et al. 2008 consiguieron clonar y expresar la tomatinasa de F. oxysporum
en S. cerevisisae, logrando que la levadura fuera capaz de producir etanol a partir
de los fructosanos del A. tequilana y el A. salmiana, resistiendo la presencia de

las saponinasi®,

H. uvarum mostrd ser capaz de utilizar los fructosanos de las hojas de A.
salmiana y de producir inulinasas con una alta actividad, ademas de no verse
inhibida por la presencia de saponinas. Estas ventajas sobre las levaduras
comerciales la convierten en una candidata apta para emplearse en la produccion

de etanol a partir de los carbohidratos presentes en las especies de agaves.
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4.9 Produccion de Bioetanol

La co-fermentacion no demostré tener una influencia en la produccion de
etanol a partir del jugo de agave (Fig. 13). En la produccion de etanol a partir del
hidrolizado se observé un ligero aumento en la velocidad de consumo de
azucares durante la co-fermentacion. Diversos autores han indicado que la co-
fermentacion incrementa el rendimiento en la produccién de etanol?29, Sin
embargo, esto no se observo en los experimentos realizados con el jugo de
agave. Esto se debi6 a que la levadura comercial se vio inhibida por la presencia
de las saponinas (como se discutid anteriormente en la Seccion 4.8), por tal

motivo no pudo desarrollarse ni contribuir en la generacién de etanol.

En la tabla 15 se comparan los resultados obtenidos en la produccién de
bioetanol en el presente trabajo con lo reportado por otros investigadores donde

emplearon diferentes especies de agaves.
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Tabla 15. Produccion de bioetanol a partir de diferentes especies de Agave.

. Azlcares Etanol
. . Fuente de Tipo de A X % de
Microorganismo - iniciales  producido o Ref.
carbono Fermentacion rendimiento
(9/L) (9/L)
H. uvarum Jugo de SH 80 30.4 74.5
H. uvar.u.m/S. hojas _de A. SH 80 285 69.9
cerevisiae salmiana PT
H. uvarum Hojas de A. HFS 14.3 6.8 93.2
H. uvar.u.m/S. .salmlana HES 14.3 7 95.3
cerevisiae hidrolizadas
K. marxianus  A. tequilana HFS 125 44.9 95 52
Jugo de
K. marxianus hojas de A. HFS 60 16.5 80.04 55
fourcroydes
S. cerevisiae  Hojas de A HFS 41.4 11.4 74 40
tequilana
K. marxianus ~ '10jas de A. HFS 50 24.15 92.88 3
salmiana
S. cerevisiae Hojas de A. HFS 50 22.79 87.63 3
salmiana
K. mandanus 990 de A SH 100 30.21 50.7 53
tequilana
Jugo de
K. marxianus hojas de A. SH 59.8 26.1 85 46
tequilana

Ref: referencia; PT: presente trabajo; HFS: hidrdlisis y fermentacion separadas; SH: sin
hidrélisis de celulosa, se emplearon los fructosanos del agave para la produccién de
bioetanol.

Segura-Garcia et al. 2015 y Corbin et al. 2016 produjeron etanol a partir de la
fermentacion directa de los fructosanos del A. tequilana*®:3, Flores et al. 2013 y
Villegas et al. 2014 realizaron primero la hidrélisis enzimatica de los fructosanos
y posteriormente fermentaron la fructosa y glucosa producidas®?°. Corbin et al.
2015 y Lainez et al. 2019 realizaron la hidrdlisis enzimética de la celulosa y

posteriormente la fermentacion de los azlicares obtenidos36:40,

En los trabajos donde utilizaron los fructosanos del agave se observa una
mayor cantidad de azucares iniciales en comparacion de los obtenidos por la
hidrolisis enzimatica de la celulosa. Los agaves tienen una alta cantidad de
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fructosanos, habiendo mas cantidad de estos en la pifia de la planta que en las
hojas. Las hojas de A. fourcroydes y A. tequilana contenian cerca de 60 g/L de
azucares, mientras que las hojas de A. salmiana contenian 80 g/L, una cantidad
mayor. Sin embargo, se obtuvo un menor rendimiento en la produccion de etanol

en este trabajo.

En los trabajos donde se realizo la hidrdlisis enzimatica de la celulosa, se
obtuvo una mayor cantidad de azucares en comparacion con lo obtenido en este
trabajo a partir de la hidrdlisis del parénquima, esto puede deberse al tipo de
pretratamiento que se llevdé a cabo. Corbin et al. 2015 y Léinez et al. 2019
realizaron pretratamientos acidos y alcalinos para favorecer la hidrélisis de la
celulosa con lo que lograron una mayor cantidad de azucares. Aun asi, la
levadura H. uvarum tuvo un mayor rendimiento en la produccion de etanol, en

comparacion con las otras levaduras, S. cerevisiae y K. marxianus.

Keshtkar et al. 2019 reportaron el aislamiento de varias cepas de
Hanseniaspora a partir de uvas empleadas en la elaboraciéon de vino'%. La
levadura identificada como Hanseniaspora opuntiae MK 460485 fue la que
mostré una mayor tolerancia al etanol de 16 % v/v y a la glucosa de 60 g/L y una
produccion de 12 g/L de etanol durante la fermentaciéon. En este proyecto, la
levadura H. uvarum resulté mas eficiente, pudiendo tolerar 80 g/L de glucosa y

produciendo 30.4 g/L de etanol.

70



Con base en los resultados obtenidos, la levadura aislada Hanseniaspora
uvarum tiene un potencial prometedor para ser empleada en la produccion de

etanol a partir de los fructosanos de las hojas de A. salmiana.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

En este proyecto, se evaluaron los carbohidratos presentes en las hojas de
Agave salmiana tanto para la produccién de enzimas glucosidicas, asi como para
la produccién de etanol. Para llevar a cabo el proyecto, fue necesario aislar
microorganismos de las hojas con alta actividad enzimatica y microorganismos

fermentadores.

Los microorganismos aislados mostraron tener la capacidad de hidrolizar los
carbohidratos presentes en las hojas de agave. Las bacterias y levaduras fueron
capaces de hidrolizar los fructosanos, mientras que los hongos de hidrolizar las

fibras y el parénquima.

De los hongos de estudio, las enzimas producidas por el hongo identificado
como Penicillium chrysogenum fueron las que mostraron mayor actividad:
endoglucanasa 14.4 UA/g, exoglucanasa 3.50 UA/g y B-glucosidasa 3.14 UA/g.

Estas enzimas mostraron actividad a altas temperaturas; la temperatura éptima
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de endoglucanasa y exoglucanasa fue de 50 °C y la de B-glucosidasa de 70 °C.
Al tener actividad a altas temperaturas resultan convenientemente utiles para
emplearse en procesos industriales enzimaticos que se realicen a temperaturas

elevadas.

Las inulinasas producidas por la levadura identificada como H. uvarum
demostraron tener la mayor actividad enziméatica; 180.5 UA/mL. La levadura tiene
potencial para ser utilizada en la produccién de azucares a partir de la hidrélisis

de los fructosanos del agave.

Los polisacéaridos presentes en las hojas pudieron ser hidrolizados a azUcares
fermentables. Se logré hidrolizar el parénquima en un 56 % con ayuda de las
celulasas producidas. Durante la fermentacion alcohdlica, los fructosanos

presentes en el jugo de agave fueron hidrolizados en un 88 %.

Los polisacaridos presentes en las hojas de A. salmiana fueron eficientemente
fermentados a etanol, por la levadura H. uvarum. La glucosa obtenida por la
hidrolisis enzimatica del parénquima dio un 95.3 % de rendimiento, mientras que
el jugo de agave un 74.5 %. La levadura aislada mostré tener un potencial

comparable al de otras levaduras utilizadas en la produccion de etanol.
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La levadura aislada Hanseniaspora uvarum, también mostré resistencia a las
saponinas presentes en las hojas de agave, en comparacion con las levaduras

comerciales, las cuales se vieron inhibidas.
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APENDICE 1. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

La determinacion de azucares reductores se llevo a cabo por el método del
acido 3, 5 Dinitrosalicilico®®. ElI método consiste en la reduccion de los grupos
nitro del acido a grupos amino por los azucares reductores. EI compuesto
formado absorbe fuertemente la luz a una A de 540 nm. Por lo tanto, la

absorbancia sera directamente proporcional a la cantidad de azUcares presentes.

Para la elaboracién del reactivo se prepararon dos soluciones. La solucién
uno se prepard con 2 g de hidroxido de sodio y 2 g de acido 3,5 DNS disueltos
en 50 mL. La solucion 2 se preparé con 40 g de tartrato de sodio y potasio tetra
hidratado disuelto en 100 mL. Al final, ambas soluciones fueron mezcladas y
aforadas a un volumen final de 200 mL. El reactivo fue conservado en un frasco

ambar.

Después de cada hidrolisis enzimatica. Los tubos Eppendorf son calentados
por 5 min a 100 °C, para desnaturalizar las enzimas. Posteriormente, se
centrifugan a 14000 por 5 min. Para la reaccion se toman entre 20 y 100 uL del
sobrenadante (el volumen tomado dependera de la cantidad de azlcares
esperados, también se pueden hacer diluciones) y se transfieren a un tubo con
200 pL del reactivo. El tubo es calentado a 100 °C por 5 min. Al finalizar el tiempo,

rapidamente se afiade agua fria para detener la reaccion y hasta completar un
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volumen de 2 mL. Después se procede a leer las muestras a una Absorbancia

de 540 nm.

Para calcular la concentracion de los azucares reductores en las muestras,
fue necesario realizar curvas de calibracion de glucosa y fructosa. Los estandares
se prepararon a concentraciones de 0-10 mg/mL. Se utilizé un volumen de 100
uL de cada estandar y 200 pL del reactivo para la reaccién. Fue necesario
preparar el reactivo varias veces a lo largo de toda la tesis. Cada que se

preparaba era necesario realizar las curvas de calibracién nuevamente.
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APENDICE 2. CONDICIONES DE LA PCR

Para la amplificacion de la region ITS del DNAr 5.8S de los microorganismos, se

utilizé el kit de MyTag™ DNA Polymerase de BioLine. Las reacciones de PCR se

llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones:

Reaccion de la PCR:

Buffer de reaccion 5x MyTaq 10 pL
DNA 2 L
Primers 20 uM (cada uno) 1 pyL (cada uno)
DNA polimerasa MyTaq 1L
Agua 36 pL
Condiciones de los ciclos de la PCR:
Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Deantgrghzamon 95 °C 1 segundo 1
inicial
Desnaturalizacion 95 °C 15 segundos
Alineacion 56 °C 15 segundos 30
Amplificacion 72 °C 10 segundos




APENDICE 3. SECUENCIAS DE LA REGION AMPLIFICADA

DEL ITS DE LOS MICROORGANISMOS

L1:5>3
CTTGGAGTCCGAACTCTCNCTTTCTAACCCTGTGCACTTGTTTGGGATAGT
AACTCTCGCAAGAGAGCGAACTCCTATTCACTTATAAACACAAAGTCTATGA
ATGTATTAAATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTC
TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCC
GTGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAATACTTCAACCCTCCTCTTTCTTA
ATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTGAGCGCTGCTGGCCTTTACGGTCTAG
CTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACTTCGGATTGACTTGGCG
TAATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGATTAGAGCCGGGTTGG
GTTAAAGGAAGCTTCTAATCAGAATGTCTACATTTTAAGATTAGATCTCAAAT
CAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA

L2: 5'>3
AATTTTTTAAAATAAACCAAAATTCCTAACGGAAATTTTAAAATAATTTAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAATT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATTTTTGAACG
CACATTGCGCCCTTGAGCATTCTCAGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTT
CCTTCTCAAAAGATAATTTATTATTTTTTGGTTGTGGGCGATACTCAGGGTT
AGCTTGAAATTGAAGATTGTTTCAATCTTTTTTAATTCAACACTTAGCTTCTT
TGGAGACGCTGTTCTCGCTGTGATGTATTTATGGATTTATTCGTTTTACTTT
ACAAGGGAAATGGTAACGTACCTTAGGCAAAGGGTTGCTTTTAATATTCATC
AAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGANTACCCGCTGAACTTA

L3:5>3
AATTTTTTAAAATAAACCAAAATTCCTAACGGAAATTTTAAAATAATTTAAANC
NNNCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAATT
GCGATAAGTAATGNGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATTTTTGAACG
CACNNNGNNCCCTNGANCATTCTCAGGGGNNNGNCNGNNTGAGCGNNNN
NNNCTTCTCAAAAGATAATTTATTATTTTTTGGTTGTGGGCGATACTCAGGG
TTAGCTTGAAATTGAAGATTGTTTCAATCTTTTTTAATTCAACACTTAGCTTC
TTTGGAGACGCTGTTCTCGCTGTGATGTATTTATGGATTTATTCGTTTTACTT
TACAAGGGAAATGGTAACGTACCTTANGCAAAGGGTTGCTTTTAATATTCAT
CAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGATTACCCGCTGAACTTA

L4: 5'>3
AATCGAAAGGTTCAAGGCAAAAAACAAACACAAACAATTTTATTTTATTATAA
TTTTTTAAACTAAACCAAAATTCCTAACGGAAATTTTAAAATAATTTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAATTGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCA
CATTGCGCCCTTGAGCATTCTCAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCC
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TTCTCAAAAGATAATTTTTTATTTTTTGGTTGTGGGCGATACTCAGGGTTAG
CTTGAAATTGGAGACTGTTTCAGTCTTTTTTAATTCAACACTTAGCTTCTTTG
GAGACGCTGTTCTCGCTGTGATGTATTTATGGATTTATTCGTTTTACTTTAC
AAGGGAAATGGTAATGTACCTTANGCAAAGGGTTGCTTTTAATATTCATCAA
GTTTGACCTCAAATCAGGTAGGATTACCCGCTGAACTTAA

L5: 5'>3
AATCGAAAGGTTCAAGGCAAAAAACAAACACAAACAATTNNNNNNNATTATA
ATTTTTTAAACTAAACCAAAATTCCTAACGGAAATTTTAAAATAATTTAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAATTG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATTTTTGAACGC
ACNTNGNNCCCTTGAGCATTCTCAAGGGNNNGNCTGTTTGAGCGTCATTTC
CTTCTCAAAAGATAATTTTTTATTTTTTGGTTGTGGGCGATACTCANGGTTA
GCTTGAAATTGGAGACTGTTTCAGTCTTTTTTAATTCAACACTTAGCTTCTTT
GGAGACGCTGTTCTCGCTGTGATGTATTTATGGATTTATTCGTTTTACTTTA
CAAGGGAAATGGTAATGTACCTTANGCAAAGGGTTGCTTTTAATATTCATCA
AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGANTACCCGCTGAACTTAA

HGBA: 5°>3’
TACCNATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGG
CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAAC
CATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATG
CCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGG
ATCGGCGAGCCCTTGCGGCAAGCCGGCCCCGAAATCTAGTGGCGGTCTC
GCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGTACGCGGC
GCGGCCAAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

H7A: 5>3’
CTCCCNCCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGNTTCGGCGGGCCCGCCTTAACT
GGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGLCGLCCCGCCGAAGACACC
CTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGNATCGATGAANAACNCANCGAA
ATGNNATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCNAGNCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT
TTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGNCCCGNCCTCCNATCCCGG
GGGACGGGNCCGAAAGGNANNGGNGGNACCGCGTCCGGNCCTCGAGCG
TATGGGGCTTTGTCACCCGNTCTGNAGGNCCGGNCGGCGCTTGCCGATCA
ACCCAAATTTTTATCCNGGNTGACCTCNGATCANGNANGGATACCCNNTNA
ACTTNNGCATATCNNTANNNNGNANGANNNTGAACTTAAGCATATCAATAA
GCGGAGGAA
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