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RESUMEN

Ustilago maydis en un hongo fitopatbgeno de plantas monocotiledoneas,
principalmente de la planta del maiz, el cual se presenta como una especie
dimorfica, es decir, durante la primera parte de su ciclo vital se presenta en forma
levaduriforme y posteriormente en micelial. En México su aprovechamiento se
destaca desde la época azteca en la cual se utiliz6 como ingrediente para la
elaboracién de algunos platillos, que en la actualidad siguen siendo parte de la dieta
de la poblacion mexicana, destacandose en los ultimos afios su demanda debido al
valor nutrimental del “huitlacoche” nombre con el cual se le conoce comunmente,
debido a que es rico en 17 aminoacidos con un alto contenido de lisina, cuenta con
hasta 16.4% (p/p) de proteinas y representando en 100 gramos del hongo hasta un
32% de la ingesta diaria recomendada de fibra. Sin embargo, en los ultimos afios la
alta demanda de productos de origen natural ha abierto las posibilidades del uso de
los hongos como en otras areas de la ciencia y la industria, como lo son la
biotecnoldgica, agrondmica, farmacoldgica, medica, alimentaria, entre otras.
Incrementando la importancia del estudio de los metabolitos sintetizados por
diferentes plantas, animales, bacterias u hongos con la finalidad de obtener nuevas
moléculas con usos potenciales en diferentes ramas. Por lo anterior, en el presente
trabajo de investigacion se basé en proponer al menos un posible uso del
polisacéarido sintetizado por la cepa Rim101 de Ustilago maydis dentro del area
agroalimentaria, tomando como base datos que se han obtenido de los analisis
fisicoquimicos realizados al metabolito obtenido mediante fermentacion en medio

minimo (M.M) por 72 h/28 °C con agitacion a 125 rpm.
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Las determinaciones realizadas al polisacarido destacaron que se obtienen un
rendimiento en peso seco de 6.801 g/L, no presenta actividad antimicrobiana por
inhibicién de Escherichia coli a las concentraciones evaluadas (0.8 mg/mL, 8 mg/mL
y 80 mg/mL), la prueba de calorimetria diferencial de barrido (DSC) realizado de 0°C
a 300°C en muestra seca se encontraron 2 picos endotérmicos a 98.29 °C y 139.09
°C correspondiente a los puntos de fusion y uno mas exotérmico a los 193.89 °C
gue es el punto de cristalizacion, mientras que en la muestra hidratada se encontro
solo un pico endotérmico 163.59 °C, finalmente se encontré que la molécula es
estable a temperaturas de hasta 240 °C. En espectro obtenido por FT-IR se
muestran bandas a 1368.85 cm! correspondiente a los anillos de glucosa, a 823.99
cm correspondiente a los enlaces B de cadenas glucosidicas, a 1571.02 cm™
correspondientes a los grupos fendlicos antioxidantes de [-D-glucanos vy
transmitancia a 1045.26 cm* que refleja la diferencia en la forma fisica de los B-
glucanos. Por ultimo, en la prueba réapida de gelificacion idnica en frio se encontro
gue a bajas temperaturas (4 °C) y en presencia de iones de calcio (CaClza 4%, 5%,
6% Yy 7%) las soluciones del polisacarido (5%, 7%, 10%, 15% y 20%) muestran una
formacién de masas gelificadas debido a un cambio de agregacién y viscosidad
relacionados con un reordenamiento de las cadenas del polisacérido cuando estas
son hidratadas. En base a los resultados mostrados en las pruebas de gelificacion
y calorimetria diferencial de barrido (DSC) se puede proponer continuar con los
analisis enfocados a la utilizacion del polisacarido fungico como gelificante hasta
encontrar la concentracidbn que nos permita utilizarlo como inmovilizador de
moléculas o células, o como sustituto del agar o alginato en el area médica,
microbiolégica o de cultivos de tejidos, asi como, plantear su potencial como aditivo
en procesos alimentarios o farmacologicos en los que requieran altas temperaturas
(hasta 240 °C) de coccion o esterilizacion sin que este se desnaturalice y pierda sus
propiedades, y por ultimo, proponer su empleo en la mejora de la reologia y

viscosidad de diferentes formulaciones agroalimentarias o industriales.
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l. INTRODUCCION

Las diferentes areas industriales emplean desde hace afios una gran variedad de
polisacaridos obtenidos de diferentes fuentes, como lo son: las algas, plantas,
bacterias u hongos. Algunos ejemplos de dichos polisacaridos son los alginatos, las
carrageninas, la karaya, la goma arabiga, la goma xantana, el dextran, entre otros;
apreciados debido a su composicion quimica (D-manurénico y L-gulurénico, L-
ramnosa, D-galacturénico y D-galactosa, entre otros) y propiedades fisicoquimicas
para ser utilizados como espesante, estabilizador de emulsiones, retenedores de

agua y gelificante de diversas formulaciones (Pasquel, 2001).

En los ultimos afos, los polisacaridos de origen microbiano (bacterias y hongos) han
tomado gran importancia debido a que se pueden producir de manera constante,
sin dafar el medio ambiente. En el caso del Ustilago maydis que es un hongo
conocido como huitlacoche, goza de una gran importancia culinaria, no solo en
México, sino en el mundo, considerado un platillo gourmet de la gastronomia
mexicana, sin embargo, este hongo es un patdgeno basidiomiceto, dimorfico, y
biotréfico, que infecta las plantas de maiz (Zea mays) causando la enfermedad
llamada “carbon comun” (Juarez et al., 2011). El desarrollo de este hongo sobre los
granos de maiz requiere de condiciones ambientales favorables, con una
temperatura de entre 17°C a 20 °C, una humedad relativa de 80 % y la disponibilidad
de nitrégeno (Monar et al., 2019). Otro factor que interviene para que U. maydis
pueda infectar su huésped es su cambio morfolégico en respuesta al pH externo,
en pH neutro el hongo crece en forma homogénea en forma de levadura no
patogena, pero en pH acido este crece en forma de micelio dimorfo, siendo esta su
forma patdgena y la cual puede invadir al huésped (Aréchiga y Ruiz, 2005;
Cervantes et al., 2020).



El estudio de las distintas respuestas de los hongos a los niveles de pH llevo al
descubrimiento de la via de transduccién Pal/Rim en Aspergillus nidulans, enviando
sefales encargadas de responder a los cambios de pH (Aréchiga y Ruiz, 2005),
posteriormente, se estudio dicha via en Ustilago maydis realizando mutaciones para
desarrollar un hongo mejor adaptado a los cambios de pH sobre todo al pH alcalino,
formandose el cepa Rim101 de Ustilago maydis, cuya membrana y pared celular al
interactuar directamente con el medio externo, presentan adaptaciones al estrés
causado por el cambio de pH a través de la via Rim101/PacC, que interviene en la
regulacion de genes encargados de codificar algunos componentes de la pared
celular, lipidos y proteinas de membrana, asi como, los genes que sintetizan
glicosiltransferasas, glucano sintasa, glucosidasas, -1,6-glucano sintasa, quitina
sintasas, quitina desacetilasas y quitosinas (Franco et al., 2014), ademas de
mantener los niveles internos de agua. Al modificar la via Rim101/PacC en U.
maydis se obtuvo un hongo que produce Yy libera un polisacarido en el medio de
fermentacién en un caldo nutritivo liquido, el cual muestra una viscosidad mas alta

que el polisacérido sintetizado por la cepa no modificada.

Con la finalidad de demostrar los posibles usos del polisacérido sintetizado por U.
maydis y tener la certeza de sus caracteristicas fisicoquimicas es necesario analizar
al polisacéarido obtenido durante un proceso de fermentacién mediante diferentes
determinaciones que permitan conocer sus caracteristicas como lo son: pruebas de
gelificacion i6nica en frio, la espectrofotometria FT-IR, pruebas de calorimetria
diferencial (DSC) y pruebas de potencial antimicrobiano, con lo cual se pretende
obtener datos suficientes para proponer un potencial uso en areas como la

agroalimentaria.



1.1. Justificacién

Se ha observado que algunas caracteristicas fisicoquimicas de los polisacaridos
obtenidos de diferentes fuentes naturales (fungicos, vegetales, algales o animales)
brindan un gran potencial para ser usados en diferentes areas industriales. Lo cual
ha permitido proponer la caracterizacién de un polisacarido producido por la cepa
Rim101 de Ustilago maydis para determinar si algunas de las caracteristicas
fisicoquimicas de este metabolito fungico pueden proponerlo como una potencial
opcién para ser utilizado como sustituto de los polisacaridos que ya se encuentran
en el mercado, ya sea como inmunomodulador, sustituto de agentes gelificantes,
espesantes o inmovilizantes. Obteniendo de esta manera no solo un sustituto de los
polisacaridos comerciales, sino también, la produccion de un polisacarido dentro de
un proceso que no dafia el medio ambiente, disminuyendo en el consumo de fuentes
naturales de las que se obtiene la mayoria de los polisacaridos comerciales (plantas,
algas o animales) y a su vez dando un valor agregado a un fitopatégeno que puede
utilizarse como productor de un metabolito con un potencial uso y aplicacion en

diferentes areas industriales.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo General

Evaluar fisicoquimicamente el polisacéarido sintetizado por Ustilago maydis (cepa
RIM101) para proponer por lo menos un potencial uso en algun &rea de la industria

farmacoldgica, microbiologica o agroalimentaria.

1.1.1. Objetivos Especificos



e Obtener mediante fermentacion en medio minimo el polisacarido producido
por Ustilago maydis (cepa RIM101).

e Caracterizar por Espectrofotometria FT-IR y Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC) el polisacéarido sintetizado por Ustilago maydis (cepa RIM101).

e Evaluar el potencial gelificante y antimicrobiano del polisacarido.

e En base a los resultados obtenidos de las pruebas fisicoquimicas evaluadas

proponer por lo menos un posible uso potencial del polisacarido.

1.2. Hipotesis

La caracterizacion fisicoquimica del polisacarido sintetizado por Ustilago maydis
(cepa RIM101) permitiran proponer por lo menos una aplicacién farmacoldgica,
microbioldgica o agroalimentaria del metabolito fungico.



ll.  REVISION DE LITERATURA.

2.1. ¢Que son los polisacaridos?

Los polisacéaridos son cadenas formadas por monosacaridos unidos por enlaces
glucosidicos que pueden ser en forma lineal o ramificada y con un nivel variable de
polimerizacion dando origen a macromoléculas con mdaltiples funciones (Castafieda
et al., 2020). La presencia de una gran cantidad de grupos hidroxilos en estos
polimeros les proporcionan caracteristicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad
y baja toxicidad, con la ventaja de tener multiples presentaciones del polisacarido
en formato de polvo, perlas, fibras, membrana, capsulas, nanoparticulas y
microparticulas (Smelcerovic et al., 2008).

Muchos de los polisacaridos se forman principalmente en la pared celular de
organismos como bacterias y hongos (Amjres et al.,2010; Becerra et al., 2011;
Albornoz, 2022), como moléculas activas que poseen gran plasticidad y tienen un
papel crucial en distintos procesos bioldgicos (Fernandez, 2021), entre los que
destacan las propiedades inmunoldgicas al modificar o dar de manera directa una
respuesta inmunitaria con actividad macrofaga, asi como, propiedades

antioxidantes al retrasar o prevenir el dafio por oxidacion (Figueroa et al., 2022).

Dentro de las caracteristicas mas sobresalientes de estos polimeros sus
propiedades hidrocoloides basadas en su capacidad para la retencién de grandes
cantidades de agua aumentan la viscosidad del polimero en solucion, caracteristica
gue en algunos casos les permite llegar a formar geles que pueden ser utilizados
en una amplia variedad de procesos y productos industriales (Siccha y Lock, 1992;
Rodriguez et al., 2003).



2.2. Fuentes de Obtencion de los Polisacaridos y Caracteristicas Generales

Los polisacaridos son polimeros que se obtienen de diferentes fuentes (Cuadro 1),

como pueden ser: a partir de la degradacion quimica o enzimatica de biomasa de

plantas y microorganismos (Kadokura et al., 2007; Ospina, 2016), como producto

del metabolismo de una gran variedad de hongos y bacterias, o a partir de exudados

de algunas plantas (Becerra et al., 2011; Lopez y Sabogal, 2018).

Cuadro 1. Fuentes de obtencion
polisacaridos mas comunes.

y caracteristicas fisicoquimicas de

los

Referencias Tipo de Fuente.qe Peso Monosacaridos Polisacéarido
Fuente Obtencién Molecular
Smelcerovic
et al., 2008;
DelaCruzy
Quezada, Leuconostoc,
2020; Bacteriano | Streptococcus 1522000 D-Glucosa
. KDa Dextrano
Colachagua Lactobacillus
y
Florentino,
2014
Smelcerovic D-glucosa
. Xanthomonas
et ﬁallc'ozboso,& Bacteriano campestris 2000 kDa Aci doDDr?;lr]gj?énico Xantano
2014
Smelcerovic | Bacteriano Azotobacter 500 a Apido D-manurdénico Alginato
et al., 2008 Algas vinelandii Acido L-gulurdnico
Castilla et Pseudomonas | 1900 KDa
al., 2019 Feoficeas
Smelcerovic Fungica Mucor D-glucosamina .
et al.,2008 Animal Abisidia 623a N-acetil-D- Quitosan
Sanchez, Rhizopus 1632 KDa glucosamina
2019 crustaceos
insectos
Smelcerovic — Aspergillus N-acetil-D- .
et al.,2008 Fungica PeFr)ﬂcigIJIium 6242 glucosamina Quitina
Sanchez, Animal Allomyces 1632 KDa
2010 Fusarium
Salazar, . Shingomonas a-Lramnosa
2021 Bacteriano e?odea 500 KDa g-D-acido glucurdnico Gelana
g-D-glucosa
Villada et Fanaico Aureobasidium 70 a pulalan-6- Pululana
al., 2007 9 pullulans glucanohidrolasa
Decheco, 110KDa
2015




Zhang y . . (1—3)-B-glucosidico
Edga, 2014 Bacteriano Alcaligenes 53a Curdlana
faecalis var. 2000KDa
Mixogenes
Mamani et Citrus ssp acido a-(1,4)-D- :
al, 2011 Vegetal Malus S0a galacturénico Pectina
domestica 180KDa

Otros, como la quitina y el quitosano, son obtenidos principalmente del exoesqueleto
de algunos animales crustdceos como langosta, cangrejo y camardon (Marmol et al.,
2011; Lopez y Sabogal, 2018). Algunos de gran importancia industrial son obtenidos
a partir de las algas, como lo son: Chlorophytas (algas verdes) de las cuales se
obtiene el ulvano, de las Rhodophytas (algas rojas) de las cuales se obtienen los
Carragenatos y de las Phaeophyceae (algas pardas) se obtienen alginatos, que han
demostrado tener propiedades antimicrobianas, antifungicas y antivirales (Peso,
2012).

2.3. Caracteristicas Fisicoquimicas y Reoldgicas de los Polisacéaridos

2.3.1. Propiedades reoldgicas

La reologia nos permite conocer los diversos factores que acttan sobre el material
obtenido, su capacidad de recuperacion y si es capaz de almacenar o dispersar
energia (Hidalgo, 2012). Factores como el pH, fuerza ionica, tiempo de obtencion
del polisacarido y sus productos derivados afectan la estructura y los mecanismos
moleculares involucrados (Foegeding et al., 2003). Polisacaridos como la xantana
con caracteristicas que le permiten dar la textura y apariencia se utilizan para
modificar la reologia del producto final en diferentes areas industriales, otras como
la caseina se utilizan en quesos y otros productos al dar propiedades como

elasticidad, resistencia y dureza (Hidalgo, 2012).

La mayoria de los polisacéaridos presentan como caracteristicas estar formados por

largas cadenas complejas con un alto peso molecular, que se dispersan facilmente



y se pueden solubilizar parcial o totalmente en agua u otros solventes (Ospina,
2016), son altamente hidrofilicos ( tiene gran capacidad de retener el agua) lo que
permite formar particulas coloidales altamente hidratadas, construyendo una red
tridimensional que, dependiendo de la interaccibn molecular entre si, pueden
aumentar la viscosidad, espesar o gelificar (Badui, 2006), dichas propiedades
permiten utilizarlos para formar suspensiones altamente viscosas, mejorar texturas
en alimentos, aumentar la retencion de humedad o como sustituto de gluten y
reducir la tension superficial entre la interaccion de agua-aceite o agua-aire en

diferentes formulaciones (Larrosa, 2014; Ospina, 2016).

2.3.2. Variacion de los pesos moleculares en los polisacaridos y su efecto en las

propiedades de los polisacéaridos

Los polisacéaridos son los carbohidratos mas abundantes de la naturaleza poseen
un rango amplio de pesos moleculares (Cuadro 1), lo cual influye en sus
caracteristicas diferenciales en la velocidad o tiempo en que fluye el polimero sobre
alguna superficie (Morales et al., 2013) y a su vez en el estado metabdlico de la
célula o el organismo que lo produce (Mckee y Mckee, 2003; Del Campo, 2016), En
algunos polisacaridos como los arabinoxilanos el peso molecular que presenta
depende de su origen y de la técnica de obtencion del polisacarido (Morales et al.,
2013). En el caso de la pectina, su peso molecular le permite presentar propiedades
gelificantes, excipientes o funcionar como regulador de liberacién de compuestos
qguimicos utilizados en medicamentos (Mamani et al., 2011). Otros como la quitina
o el quitosano que se obtienen de crustaceos y de algunos hongos, son utilizados
como espesantes, gelficantes, emulsificantes, como recubrimiento protector,
clarificador de bebidas y pueden actuar o inducir mecanismos de defensa en
algunos organismos debido a la gran variedad de pesos moleculares que pueden
presentar dependiendo de la fuente de la que son obtenidos (Marmol et al., 2011;
Becerra et al.,, 2011). Es importante resaltar que los pesos influyen en el
funcionamiento de algunos polisacaridos, por ejemplo, las heparinas que se

obtienen a partir de tejido animal son utilizadas como anticoagulante en el sector



médico, utilizando especialmente los de bajo peso molecular (2,000 a 10,000 Da)
ya que su union a las proteinas plasmaticas es mas deébil, su tiempo de eliminacién
y efecto antitrombdético son mas prolongado (Agusti et al., 2009). Por otro lado,
polisacaridos como el quitosano pueden presentar efectos inhibitorios sobre
Alternaria solani independientemente del peso molecular que se utilice al evitar la

germinacion de sus esporas y su desarrollo micelial (Coqueiro y Di Piero, 2011).

2.4. Propiedades de los Polisacaridos

Algunos polisacaridos son biopolimeros que participan en procesos metabdlicos o
fisiolégicos, desde la comunicacion entre células hasta brindar proteccion contra un
patdgenos externos, tenido aplicaciones terapéuticas, alimenticias, farmacéuticas,
industriales, entre otros (Liu et al., 2015). Polisacaridos como los carragenanos que
son obtenidos de algas rojas como Gigartina skottsbergii, son utilizados como
inhibidores de virus como VPH, VSH, VRH, VIH, mientras los alginatos que son
obtenidos de las algas pardas como Laminaria hyperborea son empleados como
agentes antivirales, mejorando significativamente los mecanismos de defensa del
organismo (Del Campo, 2016). De semillas de Ceratonina silivia se obtiene el
polisacéarido locuste que es utilizado como espesante, estabilizante de emulsiones,
evita la sinéresis en alimentos enlatados, gaseosas, helados, en quesos acelera el
proceso de coagulacion. El polisacarido de arabiga obtenido del arbol de acacia es
utilizado como emulsionante y estabilizante, fijador, encapsulante, evita la oxidacion
y la volatilizacion de ciertos componentes del sabor (Parra, 2012).

Los polisacéaridos de origen biolégico tienen usos dentro del tratamiento de aguas
residuales, empelandolos como coagulantes naturales de compuestos
contaminantes que permite disminuir el uso de compuestos inorganicos evitando
efectos adversos en la potabilidad del agua (Ajao et al., 2018). El polisacéarido
galactomanano obtenida de semillas de algarroba, formada por manosa y
galactosa, es utilizada como aditivo, estabilizador y espesante en la industria
alimentaria, también se utiliza en la industria textil, farmacéutica o para la produccion

de bioetanol (Karababa y Coskuner, 2012). Un polisacarido con una amplia variedad



de usos industriales son los alginatos extraidos de algas marrones, que por su
variedad estructural se utilizan como gelificantes en la formacion de peliculas y
fibras, y en industrias como la heladera evita la formacién de cristales grandes

durante la congelacion (Lépez y Sabogal, 2018).

Las ventajas de estos polisacaridos de origen microbiano con los obtenidos de otras
fuentes naturales destacan en su produccién, no depende de condiciones climaticas
externas, menos contaminate, homogénea y controlada, por lo contrario, se
requiere de equipo de laboratorio especifico y mucha energia lo que hace que el

costo de produccién sea alto (Garcia et al., 2004)

Polisacaridos como el quitoséan, producido por algunos hongos demuestran tener un
uso potencial en la agronomia, al controlar Fusarium oxysporum f sp Lycopersici en
tomate bajo condiciones in vitro (Carmona, 2019). En sectores de la salud, los
polisacéaridos del tipo B-glucano tienen propiedades inmunomoduladoras de amplio
espectro, siendo utilizados y probados en tratamientos contra el cancer y otras
enfermedades (Chang, 2002).

Otras como los dextranos, quitina, xantanos alginatos entre otras de origen
microbiano han demostrado su utilidad en la rama médica como anticoagulantes,
en ingenieria de tejidos, para administrar farmacos y con actividad antimicrobiana,

antitumoral y contra enfermedades como VIH (Smelcerovic et al., 2008).

2.5. Ustilago maydis

El huitlacoche (Ustilago maydis) goza de una gran importancia culinaria, no solo en
México, sino en el mundo, considerado un platillo gourmet de la gastronomia
mexicana, este hongo es un patdégeno, basidiomiceto, dimorfico, y biétrofo, que
infecta las plantas de maiz (Zea mays) (Juarez et al., 2011; Jiménez, 2016),
provocando la formacion de tumores, aparicion de clorosis en la zona infectada,
produciendo pigmentos de tipo antocianinas y finalmente la hiperplasia e hipertrofia
de la zona, desarrollandose plenamente sobre los granos de maiz cuando las

condiciones ambientales son favorables, es decir, a temperaturas de entre 17°C a
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20 °C, humedad relativa de 80 % y disponibilidad de nitrdgeno (Monar et al, 2019).
Un factor de gran importancia que interviene para que U. maydis pueda infectar su
huésped es el cambio morfolégico del hongo en respuesta al pH externo, debido a
que a pH neutro el hongo crece en forma homogénea de levadura no patdgena,
haploide y saprofita, la cual que se reproduce por gemacion, sin embargo, en
condiciones de pH &cido este hongo crece en forma de micelio dimorfo, siendo esta
su forma patégena que invade al huésped (Aréchiga y Ruiz, 2005, Cervantes et al.,
2020) cuando dos células son compatibles permitiendo penetrar al huésped a través

de algunas aberturas naturales, como las estomas (Jiménez, 2016).

2.6. Via pal/Rim

Para la produccién de polisacaridos a partir de microorganismos se utilizan medios
de respuesta a estimulos exteriores, como en el caso de algunos hongos que se
adaptan a medios salinos, desecacion, resisten altas dosis de rayos UV, entre otros
(Franco et al., 2014). Uno de estos estimulos es el pH, que al estudiar su respuesta
en Aspergillus nidulans llevé al descubrimiento de la via de transduccion Pal/Rim la
cual envia sefiales encargadas de responder a estos cambios (Aréchiga y Ruiz,
2005; Franco et al., 2014) y que se activa gracias a la actividad proteica de
trascripcion con dedos de zinc que pone en funcionamiento algunos genes a pH
alcalino y suprime otros en pH acido, funcionando la via Pal en hongos filamentosos
y la Rim en levaduras, siendo ambas vias homélogas (Fonseca et al.,2012).

La mutacion en la via Pal/Rim en la especie de Ustilago maydis dio origen a una
nueva cepa (cepa Rim101l) con un fenotipo pleiotropico (Fonseca et al., 2012)
encontrandose en la membranay la pared celular las adaptaciones de la via Pal/Rim
101, lo que regula genes encargados de formar y estabilizar los componentes de la
pared celular fungica como lo son: lipidos, proteinas, glicosiltransferasas, glucano
sintasa, glucosidasas, quitina sintasas, quitina desacetilasas y quitosinas (Franco et
al., 2014), asi como, de mantener los niveles internos de agua. La ruta Pal/Rim101
se relaciona con la ruta ESCRT (endosomal sorting complex required for transport)

lo que permite ayudar con el transporte intracelular, regula el ciclo celular, expresar
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factores de crecimiento y diferenciacién, y participar en el procesamiento de
reparacion, recombinacion y trascripcion del ADN y ARN (Franco et al., 2014). En
el caso de la ruta Rim101 su activacion le permite actuar como represor directo al
desactivar genes de expresion acida, o mediante la represion indirecta bloqueando

la accion de otro represor, como por ejemplo Nrgl o Smpl (Lamb et al., 2003).

2.7. Métodos para Caracterizacion de Polisacéaridos

Actualmente algunas industrias como la agroalimentaria han tenido un crecimiento
en la demanda de nuevos compuestos, para sustituir compuestos quimicos no
organicos que son utilizados como aditivos, espesantes, gelificantes o
recubrimientos antimicrobianos, por opciones de origen natural, en via de buscar

una vida mas sana y menos dafiina con el ambiente (Sanchez, 2010).

Es por ello que al considerar el analisis térmico (DSC, TGA, DMA) complementado
con otras técnicas de andlisis fisicoquimico (pruebas de rendimiento de extraccién,
solubilidad, gelificacion, viscosidad, microscopia, FT-IR, RMN, entre otras) es
posible determinar algunas caracteristicas de los biopolimeros, como lo son:
estabilidad, reactividad, pureza del compuesto, capacidad de retenciéon de agua,
reacciones de transicion, tipos de enlaces y estructura, entre otros., (Aguilar et al.,
2005). Esto es de gran importancia al obtener polisacaridos de diferentes fuentes
naturales o sintéticas o a través de diferentes modificaciones en los procesos de
fermentacidn o extraccién es necesario caracterizar los polimeros resultantes para
una posterior aplicacion sin sesgos en cualquiera de los parametros que determinen

sus caracteristicas o propiedades bioactivas, reoldgicas o fisicoquimicas.

2.7.1. Rendimiento

La fermentacion es un sistema biologico utilizado producir y extraer moléculas de
interés, estos sistemas proporcionan una alternativa sustentable y econémica para
sustituir procesos industriales de gran escala (Avila, 2021), sin embargo, se ha

observado que un cambio en cualquiera de los parametros de la fermentacion (pH,
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velocidad de agitacion, tamafio de burbuja, concentracion de sales en el medio,
fuente de carbono, nitrégeno o fosforo), asi como, el microorganismo productor y la
técnica de extraccion ocasionan variaciones en los rendimientos de sintesis y

obtencion de las biomoléculas de interés.

Lopez et al., 2015 caracterizaron un exopolisacéarido sintetizado por Ganoderma sp
utilizando fermentaciones en Batch e incubando durante 10 dias a pH 4.0,
reportando los valores de produccion mas altos en 2.65 g/L. Mientras Alvarado y
Romero, 2013 obtuvieron rendimientos mayores de la goma xantana obtenida
mediante una fermentacion de 72 horas con la bacteria Xanthomonas campestris
obtenida de diferentes fuentes, obteniendo como resultado una produccién maxima
de 8.84 g/L. Por otro lado, rendimientos menores son reportados por autores como
Avila, 2021 para el exopolisacarido sintetizado por el alga Neochloris oleoabundans
en fermentacion extractiva en sistema semicontinuo a partir de agentes
termosensibles (EOPO) obteniendo rendimientos de 1.067 g/100mL (1.067%) en la
fermentacién por lotes y un rendimiento de 1.4566 g/100mL (1.4566%) en

fermentacion de cultivo Batch (semicontinuo).

Lo anterior denota que el parametro de rendimiento de obtencién del polisacéarido
varia de acuerdo con el tipo de microorganismo que lo sintetiza, el tipo de técnica
de fermentacion y el tiempo de fermentacién llevado a cabo, el cual varia ya que

esta relacionado directamente con el metabolismo del microorganismo.

2.7.2. Prueba de Gelificacion

La formacién de un gel se puede considerar un caso especial, donde las moléculas
solvofilicas lineales se separan de la solucion formando una red extendida que es
capaz de atrapar un solvente para producir un cuerpo homogéneo o gel, siendo el
resultado la precipitacion o cristalizacién de una solucion (Stephen et al., 2006)

Polisacaridos como arabinoxilanos obtenidos de la pared celular de cereales en

concentraciones del 2% (p/v) y en presencia de acido ferulico son capaces de formar
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geles mediante una oxidacién enzimatica que permite unir las cadenas de
polisacaridos, la gelificacion de este polisacéarido fue caracterizada por Fierro, 2014
mediante una técnica de reologia dinamica de baja deformacién, encontrando que
no son afectados por factores como la fuerza idnica, cambio de temperatura o el
pH.

Por otro lado, la xantana producida por la Xanthomonas campestris, con un peso
molecular entre 15 a 50 x 10° dalton, es capaz de hidratarse rapidamente con agua
fria, formando soluciones sin aglomerados y con caracteristicas pseudoplasticas,
incluso son capaces de formar geles al mezclarse en diferentes proporciones con
otras gomas, como la garrofin, cuya concentracion utilizada variara la fortaleza del
gel obtenido una estructura mas rigida posterior al procedimiento de calentamiento

constante a 40 °C y un enfriamiento a 10 °C durante 12 horas (Yoshida et al., 1998).

Otros polimeros, como el alginato, son capaces de gelificar de manera inmediata,
al aplicar un entrar en contacto con una solucion de CaCl: debido a la unién
electrostatica del catién de los iones Ca?* y los grupos iénicos y polares de las

cadenas de alginato (Nieto et al.,2013).

2.7.3. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Es una técnica para la medicién de calor emitido por una muestra, donde una
cantidad de calor conocida es aplicada y se va elevando gradualmente hasta
provocar un cambio de transiciobn conformacional en la muestra, registrando los
datos en forma de picos endotérmicos o exotérmicos, que indican cambios
estructurales referente al punto de fusion (endotérmico) y el de cristalizacion
(exotérmico), entre otros (Hohne et al., 2003; Ledn, 2021).

Ledn, 2021 caracterizé por DSC un B-glucano producido por Pleurotus ostreatus (6
mg) mediante un calentamiento de 30 a 180 °C, extraido a diferentes temperaturas,
(50°C, 170 °C y 91°C) encontrando picos de fusion en 160 °C, 145°C y 133 °C
respectivamente. Por otro lado, Lomas et al., 2015, analizaron mediante calorimetria
diferencial de barrido un B-glucano obtenido a partir de salvado de avena tratado

con anhidrido acético durante 10 y 20 minutos y al 4 y 6 % de grado de acetilacion,
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utilizando una atmosfera de nitrégeno y un calentamiento de 30 a 200 °C, con una
rampa de calentamiento de 10°C/min, encontrando que con 4 % de acetificacion y
tratado por 10 minutos con anhidrido acético tenian un pico exotérmico probable a

la transicion de cristalizacion (155.2 °C) antes de llegar a la degradacion.

2.7.4. Espectrofotometria Infrarroja de Transformada de Fourier (FT-IR)

Es una herramienta Gtil para la identificacion de grupos funcionales en materiales o
muestras (Ledn, 2021; Khan et al., 2018), basado en la vibracion de los enlaces de
las moléculas debido a la absorcién de energia infrarroja (Khan et al., 2018) y su

representacion gréfica del nimero de onda donde esta se absorbe (Ledn, 2021).

Aguilar et al., 2005 caracterizaron por FT-IR la goma xantana producida por la
bacteria de Xanthomonas campestris y la compararon con una goma xantana Keltol
(grado comercial) utilizando un rango de 4000-400 cm encontrando bandas
semejantes, con un pico caracteristico a los 891 cm correspondiente a derivados
glucopiranésicos de enlace tipo B, otros a los 1736-1620 cm™ que son
pertenecientes a los grupos carboxilos en su forma anidnica y de sal,

respectivamente.

Reportes de Fernandez, 2021 quién caracterizd por FT-IR, un exopolisacarido
proveniente de Ganoderma australe en un rango de 4000-500 cm™ destaca la
presencia de 2 bandas de importancia para los polisacaridos presentes a 890 cm-?
y 1080 cm! correspondiente a los enlaces B-glucosidicos de los B-glucanos.

Hernandez et al., 2009 caracterizaron un polimero de quitosano proveniente de
exoesquletos de crustaceos provenientes de la industria alimenticia, dentro de la
region de 500-4000 cm™ para determinar el grado de desacetilaciéon al observar
bandas bien definidas alrededor de los 3434 cm™ correspondientes a los grupos OH
y a los 3254 cm! correspondientes a los grupos N-H, resultando en un 64% de
desacetilacion y un 51.94% de rendimiento de quitosano con respecto al peso inicial

de las muestras.
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2.7.5. Actividad Antimicrobiana

No et al., 2002 probaron la actividad antibacteriana del quitosano con diferentes
pesos moleculares de quitosanos y (28, 224, 470, 746, 1106 y 1671 kDa) y de
oligdmeros de quitosano (1, 2, 4, 7, 10 y 22 kDa) contra distintas bacterias gram
positivas y gram negativas, observando que los oligdmeros de quitosano inhibieron
ambos tipos de bacteria, siendo los quitosanos de alto peso molecular los que
presentaron un efecto mayor en bacterias gram negativas, reportando una
concentracion minima inhibitoria de 0.1% de quitina, mientras que para los

oligdbmeros de quitosano fue de 0.05 a > 0.1%.

Trejo, 2011 extrajo un polisacarido a partir de dos cepas del hongo del género
Pleurotus, asi como, otro polisacarido a partir una cepa hibrida del género Pleurotus,
y evalud el efecto inhibitorio de estos polisacaridos en bacterias gram positivas y
gram negativas mediante la prueba de los halos de inhibicién realizada en cajas
petri con 25 sensidiscos y medio Muller-Hinton, siendo el polisacéarido obtenido a
partir de la cepa hibrida el que gener6 un halo de inhibicion mayor para algunas de

las bacterias evaluadas.

En otros trabajo, se probé que el quitosan obtenido a partir de camardn con un peso
molecular de 400,000 g/mol y 75-85% de acetilacion presenta actividad
antimicrobiana contra Eschericha coli (bacteria gram negativa) y Staphylococcus
aureus (bacteria gram positiva) al ser probado el polimero madre y derivados
metilados de éste, la determinacion fue realizada por Goycoolea et al., 2016
mediante la técnica de mediciones de turbidimetria y el método de difusion en placa

para observar efecto inhibidor y la zona de inhibicion, respectivamente.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién geografica

La presente investigacion se llevo a cabo en diferentes Laboratorios (Laboratorio de
Botanica del Departamento de Botanica, Laboratorio de Fisiologia del
Departamento de Horticultura y el Laboratorio 2 del Departamento de Tecnologia
de Alimentos) de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) ubicada
en la Calzada Antonio Narro # 1923 Col. Buenavista en la ciudad de Saltillo,
Coahuila, con coordenadas 25° 21" 17°" de latitud Norte y 101° 01" 58" de longitud

Oeste con respecto al meridiano de Greenwich a una altura de 1781 m s. n. m.

3.2. Obtencidn de las cepas

Las cepas de Ustilago maydis utilizadas en la presente investigacién (cepa Rim101
con una mutacion en la via Rim/PacC y la cepa FB2, cepa salvaje o wild-type strain)
(Figura 1) fueron proporcionadas por la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Autbnoma de Nuevo Leon, las cuales fueron crioconservadas en 2mL

glicerol a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

Figura 1. Cepas Rim101 y FB2 de Ustilago maydis.
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3.3. Preparacion de medios de cultivo

Para la preparacion del Medio Completo y Medio Minimo se utilizaron 2 soluciones
bases, la solucion de “Elementos Traza” (E.T) y la “Solucién de Sales” (S.S). La
solucién de E.T se preparé con 60 mg de H3BOs, 140 mg de MnCl2*4(H20), 400 mg
de ZnCl2, 40 mg de Na2MoO4*2(H20), 100 mg de FeCls*6(H20) y 400 mg de
CuSO04*5(H20) disueltos y aforados a 1 L de agua destilada. La S.S se prepar6 con
16 g de KH2PO4, 4 g de Na2S04, 8 g de KCI, 2 g de MgSO4, 1 g de CaCl2y 8 mL de
Elementos Traza, afordndolos a 1 L de agua destilada. Estas 2 soluciones fueron la
base para la realizacion de los medios de cultivo que se utilizaron, tanto en medios

liquidos como gelificados, obtenidos de Holliday, 1961.

3.3.1. Caldo y Agar de Medio Completo (M.C.)

Para el Caldo de Medio Completo se utilizé 1.5 g de NH4NOs3, 62.5 mL de S.Sy 25
g de extracto de levadura de peptona y dextrosa (medio YPD) disueltos en 400 mL
de agua destilada, ajustando el pH a 7 con NaOH o con HCI, se afora a 500 mL con
agua destilada y se esteriliza a 120°C por 15 min. En caso de preparar Agar de
Medio Completo se gelifica agregando 2% de agar respecto al volumen del medio
después de aforar y se esteriliza a 120 °C por 15min (Holliday, 1961).

3.3.2. Caldo de Medio Minimo (M.M.)

El Medio Minimo se prepar6 a partir de una mezcla en proporciones iguales (50:50)
de l0a Solucion Ay Solucion B. Para la preparacion de la Solucion A se utilizo 3 g
de KNO3y 62.5 mL de S.S disueltos en 400 mL con agua destilada, se ajusto a pH
a 7y se aforé a 500 mL con agua destilada. En el caso de la Solucién B se preparé
con 10 g de glucosa disueltos en 500 mL de agua destilada. Al finalizar la mezcla
de las Solucion Ay Solucion B el Medio Minimo obtenido es esterilizado a 120°C
por 15 min.
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3.4. Obtencion del polisacérido

3.4.1. Activacion de las Cepas

La activacion de las cepas se llevo a cabo mezclando 100 uL de la cepa
crioconservada en glicerol en 5 mL del M.C., incubando por 24-48 horas a una
temperatura de 28 °C con una agitacion constante de 125 rpm. Trascurrido el tiempo
de incubacion se procedio a verificar la esterilidad y el estado levaduriforme del
hongo por medio la observacion microscépica de un frotis tefiido con azul de

algodon (Anexo 1).

3.4.2. Precultivo

Para el precultivo fungico se tomaron 200 uL de la cepa activa y se agregaron a 50
mL de M.C en un matraz de 250 mL, posteriormente se incubaron a 28 °C con una
agitacion constante de 125 rpm durante 24 a 72 horas en un Shaker Eppendorf™
Innova™ 44R M1282-0016. Las células fungicas se traspasan a tubos plasticos
estériles de 50 ml bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar
(marca HEPOBIO Modelo BSC-110011A2-X), llevandose a cabo todo el proceso por

triplicado.

3.4.3. Lavado Celular

Para separar y lavar el contenido celular del medio de precultivo se centrifug6 a
5000 rpm durante 10 min, se descarto el sobrenadante resultante y se agregd 25mL
de agua destilada estéril al pellet (pastilla) celular, se volvié a centrifugar bajo las
mismas condiciones anteriores, repitiéndose 3 veces el procedimiento de lavado.
Se agreg6 50mL de agua destilada estéril a la pastilla obtenida al final del tercer

lavado y se incub6 a 28 °C por 2 horas.
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3.4.4. Conteo de Células

Para el conteo celular se procedié a realizar 3 diluciones se utilizé la solucién
resultante del paso anterior (pellet del tercer lavado en 50mL de agua destilada

estéril) como solucion celular madre. Para la primera dilucion se tomaron 100 pL

de solucion madre y se mezclo con 900 ul de agua destilada estéril (concentracién

1:10), lasequndadilucion se preparo6 a partir de 100 ul de la primera dilucion (1:10)

y se mezclaron con 900 pl de agua destilada estéril (concentracion 1:100),

continuando este procedimiento secuencialmente para formar la tercera dilucidon

(concentracién 1:1000). Dicho procedimiento se realizd para ambas cepas de U.
maydis evaluadas (cepa Rim101 y cepa FB2).

Para cuantificar la concentracion de células fungicas levaduriformes en cada una de
las diluciones se realizé un conteo en camara de Neubauer colocando 6 uL de la
dilucién y contando al microscopio mediante el objetivo de 40X el nUmero de células
fungicas en el cuadro central formado por 25 cuadros, tomando solo la cuenta de
las células ubicadas en los cuadros de las 4 esquinas y en cuadro central (Figura
2).

e o
FEEED - 0 4
i 1 Recuadro  central, f
111 O donde el conteo se = + T L
= D realizo en los = )
. — : = = recuadros de la <> |n HL,
11111 esquina y el del = 1
] centro. —
] - e
—> - > Para el conteo se
Figura observada H 1 23 comenzoé de la parte
al enfocar el centro superior izquierda
de la camara de hacia la derecha, sin
neubauer. > tomar en cuenta las
células que se
encuentren sobre la

H 4 53 linea final derecha vy
de la parte de abajo.

Figura 2. Proceso del conteo celular en camara de Neubauer.
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Para seleccionar la dilucién que nos permita obtener un pool de 100,000 células/mL
se utilizaron los datos del conteo celular obtenidos en el conteo mediante la Camara
de Neubauer correspondientes a cada dilucion (Anexo 2) y se calculd el volumen
necesario de cada dilucion para obtener el pool celular especificado anteriormente
mediante la aplicacion de la siguiente formula despejando las variables mostradas

en el Cuadro 2:

) 1000 mm3
cél/ml = P.Cx——————*1ml*100 - P.C 10000 * 1 ml = 100
0.1 mm3

Cuadro 2. Descripcion de la simbologia de las variables.

Componente de la formula Descripcion
C/ml Células por Mililitro
P.C Promedio de Células
1 000 mm?3 Equivalencia de 1 mL
0.1 mm?3 Volumen de Cada Recuadro
1ml Volumen Total de la Dilucion
100 Concentracion de la Dilucién
Formula Simplificada Cel/ml =P.C * 1 000 000

3.4.5. Fermentacion

Para iniciar la fermentacion se procedié a calcular el volumen necesario para
inocular 100 000 células levaduriformes en 50 ml de Medio Minimo mediante la

siguiente formula:

100,000cel
C2+C2 (T) (50mL) 5,000,000
C1V1=C2V2-> V1= = =

€1 rcn_eLl en medio completo ;_elll en medio completo
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Donde:
C1: Células lavadas por mililitro

V1: Volumen necesario
C2: 100 000 células/ml

V2: 50 ml de medio minimo

Formula Simplificada:

5000000

mL requeridos = —;
células

mL

en medio completo

El volumen de fermentacion es de 50 mL Medio Minimo al cual se le agrega el
volumen de la dilucién celular correspondiente que contenga 100,000 células/mL
(Anexo 3) y se deja incubar (fermentar) durante 72 horas en una incubadora con
agitacion (Shaker Eppendorf™ Innova™ 44R M1282-0016) a 28 °C con agitacion

constante de 125 rpm.

3.4.6. Recuperacion y Secado del Polisacarido.

Al término de la fermentacion el producto resultante se centrifuga a 16,000 rpm por
15 minutos y se separa el liquido sobrenadante (Polisacérido) de la pastilla de
sedimentacion (Células Fungicas) para posteriormente almacenar el polisacéarido
obtenido de cada matraz de fermentacién de ambas cepas a -80 °C en frascos
estériles previamente etiquetados (Figura 3). Una vez congelados los
sobrenadantes polisacaridos estos fueron deshidratados en un liofilizador (Marca
Labconco) a condiciones de 0.470 mBar y -83 °C hasta completar la eliminacién
total del contenido de agua en las muestras (aproximadamente de 5 a 8 dias)
(Figura 3). Posteriormente el polisacarido en polvo es almacenado en frascos

herméticos estériles dentro de bolsas herméticas con silica gel.
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Cepa ultracongelada en glicerol . Activacion de la sepa (24-48  precyltivo de 24 horas a 2 8°C, 125 rpm

¥

horas, 28°C, 125 rpm)

Inoculacion de 100 000 células por mL Lavados celulares (3) a

en medio minimo. Conteo  celular  en 5000 rpm durante 10 min.
camara de neubauer.

: MR e .

Fermentacion durante 72 horas a 28 °C Lavado, realizando a 5 000 rpm Obtencion del polisacarido a
y 125 rpm. durante 15 minutos. 16 000 rpm durante 15

minutos.
|

Polisacarido resultante al final de la deshidratacion

Liofilizacion a 0.470 mBar
a-83 °C por 3 0 5 dias.

Figura 3. Diagrama del Proceso de Obtencion del Polisacarido.
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3.5. Calculo de Rendimiento del Polisacarido

El célculo del rendimiento se realizo para cada uno de los polisacéaridos sintetizados
por ambas cepas de U. maydis registrando el peso seco del polisacarido obtenido a
partir de un volumen conocido de medio de cultivo utilizado para la fermentacion.

Los célculos fueron realizados por triplicado y se reportaron en g/L.
3.6. Analisis de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Para analizar los puntos de fusion, cristalizacion y gelificacion se empleé un
analizador térmico DSC Discovery Q2500 de TA Instruments y celdas DSC estandar
de aluminio para analizar las transiciones térmicas en muestras de exopolisacaridos

liofilizadas y en solucion que son producidas por las cepas Rim101 y FB2.

3.6.1. Determinacion de Punto de Cristalizacion y Punto de Fusién por
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Para determinar el punto de cristalizacion y fusion en los exopolisacaridos
producidos por las cepas Rim101 y FB2 de Ustilago maydis se utilizaron 10mg de
muestra liofilizada de cada uno de los exopolisacaridos y se sometieron a un analisis
térmico mediante un DSC Discovery Q2500 de TA Instruments, con celda DSC

estandar, bajo las siguientes condiciones experimentales (Cuadro 3).

Cuadro 3. Parametros de Corrida para el Andlisis de Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC) en muestras deshidratadas. Cal: Calentamiento, Enf: Enfriamiento

Parametro Valor
Porta muestra Aluminio
Velocidad de Cal/Enf/Cal 10°C/min
Masa de la muestra 10.00 mg aprox.
Calibracién con estandares Indio-Estafio
Intervalo de temperatura 0-300°C
Atmosfera N2 alta pureza (50ml/min)
Sistema de enfriamiento Refrigerado
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3.6.2. Determinacion de Punto de Gelificaciébn por Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC)

Para determinar el punto de gelificacion en los exopolisacaridos producidos por las
cepas RIM101 y FB2 de Ustilago maydis se utilizd 6.6mgy 7.1mg, respectivamente
de cada exopolisacarido diluidos en 10uL de agua, posteriormente se sometieron a
un analisis térmico mediante un DSC Discovery Q2500 de TA Instruments, con
celda DSC estandar, bajo las siguientes condiciones experimentales (Cuadro 4).

Cuadro 4. Parametros de Corrida para el Analisis de Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC) en muestras hidratadas. Cal: Calentamiento, Enf: Enfriamiento.

Parametro Valor
Porta muestra Aluminio
Velocidad de Cal/Enf/Cal 10°C/min
Masa de la muestra 6.6 mg (RIM101) y 7.1mg (FB2)
Volumen de Disolucion 10uL de agua
Calibracion con estandares Indio-Estafio
Intervalo de temperatura 0-300°C
Atmosfera N2 alta pureza (50ml/min)
Sistema de enfriamiento Refrigerado

3.7. Prueba de Gelificacién

Para la prueba de gelificacién se prepararon soluciones del polisacérido liofilizado a
las siguientes concentraciones de 5%, 7%, 10%, 15% y 20% y soluciones de CacCl:
al 4%, 5%, 6% y 7% en agua destilada. Posteriormente, en placas con agitacion
constante se colocaron vasos de precipitado con 5 mL de las diferentes soluciones
de CaClz, las cuales se mantuvieron frias durante todo el proceso mediante su
inmersion en hielo. Se gotearon individualmente las soluciones a diferentes
concentraciones de cada polisacarido en cada una de las soluciones de CaClz. Se
verificd visualmente la presencia o ausencia de la formacion de una aglomerado

viscoso o formacion de un gel. Las pruebas fueron realizadas por triplicado.
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3.8. Espectrofotometria FT-IR

El analisis de los grupos funcionales presentes en las muestras se realizé mediante
espectrofotometria FT-IR, en la cual se utilizaron 5mg de muestra seca en polvo, la
cual fue colocada en el portamuestra (microplato) del espectrofotometro FT-IR
(Perkin-Elmer Spectrum IR Version 10.6.2) y analizada bajo las siguientes
condiciones: determinacion de bandas en el espectro comprendido entre 550cm™ a

4000cm con 32 escaneos a una resolucion de 4 cm! contra una referencia de aire.

3.9. Pruebade Actividad Antimicrobiana

3.9.1. Preparacién de la cepa de Escherichia coli

Se inici6é con un precultivo de Escherichia coli, incubando 100 uL de bacteria en 15
mL de medio LB (Luria-Bertani) por 12 horas, para después tomar una muestra de
100 pL y agregarlo a otro tubo con 20 mL de medio LB estéril, el cual fue incubado
y muestreado cada 2 horas para verificar la turbidez relacionada con el crecimiento
bacteriano mediante una lectura espectrofotométrica a 600 nm hasta conseguir una
absorbancia de 0.5 que es indicativa de una concentracién bacteriana de 1.5x108
células. Al llegar a la concentracion de células bacterianas deseadas se preparé una
dilucién a 1:200 (24 pL de precultivo de E. coli en 4776 uL de medio LB estéril) en

un volumen final de 4.8 mL.

3.9.2. Preparacion del polisacéarido

Se disolvieron 200 mg del polisacarido liofilizado en 2.5 mL de agua destilada estéril
para obtener una solucion madre concentrada de polisacarido (dilucion a 80
mg/mL). Posteriormente, se tomaron 200 uL de la solucion madre (80 mg/mL) y se
diluyeron en 1800 pL de medio LB (dilucion a 8.0 mg/mL). Finalmente, se tomaron
200 pL de la dilucién concentrada a 8 mg/mL y se diluyeron en 1800 yL de medio
LB (dilucion a 0.8 mg/mL). Este procedimiento de diluciones secuenciales nos

permitié obtener 3 diluciones a diferentes concentraciones del polisacarido que se
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utilizaron como tratamientos en la prueba de actividad antimicrobiana. La prueba se

realizé por triplicado para cada polisacérido de las cepas Rim101 y FB2 de U.

maydis.

3.9.3. Tratamientos y distribucion

Para realizar la prueba antimicrobiana se colocaron 100 yL de cada dilucion del

polisacarido en diferentes pocillos de una microplaca y se les afiadié 100 uL de la

solucién de E. coli (Dilucion a 1:200). Se utilizé como control positivo una mezcla de

100 pL de la solucion de E. coli en 100 uL de medio LB, mientras como control

negativo analitico se emple6 una solucion compuesta por 100 pL de la dilucién del

polisacarido en 100 uL de medio LB, y finalmente, como control negativo absoluto

se utilizé una mezcla de 200 uL de medio LB. Este procedimiento se realiz6 para

las 3 diluciones de los 2 polisacaridos producidos por cada cepa, obteniendo 14

tratamientos totales (Cuadro 5) que fueron distribuidos como se muestra en la

Anexo 4. La prueba se realiz6 con 6 repeticiones de cada tratamiento evaluado.

Cuadro 5. Descripcion de Tratamientos y Nomenclatura.

Polisacarido Concentracion Tratamiento Nomenclatura
(100 pL)
100 pL de E. coli T1 (R1, R2...R6)
80 mg/mL 100 pL de LB T2 (R1, R2...R6)
. 100 L de E. coli T3 (R1, R2...R6)
Rim101 8 mg/mL 100 pL de LB T4 (R1, R2...R6)
100 pL de E. coll T5 (R1, R2...R6)
0.8 mg/mL 100 pL de LB T6 (R1, R2...R6)
100 pL de E. coli T7 (R1, R2...R6)
80 mg/mL 100 pL de LB T8 (R1, R2...R6)
100 L de E. coli T9 (R1, R2...R6)
FB2 8 mg/mL 100 pL de LB T10 (R1, R2...R6)
100 pL de E. coli T11 (R1, R2...R6)
0.8 mg/mL 100 pL de LB T12 (R1, R2...R6)
Negativo Absoluto 200 pL de LB T13 (R1, R2...R6)
Control oositivg 100 yLde E. coli+  T14 (R1, R2...R6)
100 pL de LB
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IV. RESULTADOS y DISCUSION

4.1. Fermentacion y Rendimiento

Una de las sefales de que el hongo U. maydis ha sintetizado y secretado el
polisacéarido al medio se relaciona con la turbidez y viscosidad del medio de cultivo
donde se desarrolla, debido a que estos dos parametros se relacionan con el
aumento de células fangicas y la posterior secrecion del polisacérido (Aréchiga y
Ruiz, 2005), sin embargo, se observan diferencias en ambos parametros al analizar
los medios al final de la fermentacion realizada con las cepas Rim101 y FB2, por lo
que se determino el rendimiento del polisacarido por diferencia de peso inicial (peso
del polisacarido humedo) y peso seco (polisacarido liofilizado) para cada cepa con

la finalidad de determinar numéricamente dicho dato.

Rendimiento (g/L)

8.0
7.5 6.879
70 6.801

6.5

5.5
5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
15
1.0
0.5
0.0

Rendimiento (g/L)

Rim101 FB2
Cepas

Figura 4. Resultados en g/L obtenidos al final de la fermentacion de Ustilago maydis.

28



Los datos de rendimiento mostrados en la Figura 4 denotan que ambas cepas
(Rim101y FB2) tuvieron una produccion similar de polisacarido, encontrando para
la cepa FB2 una produccion de 6.879 g/L y para la cepa Rim101luna producciéon de
6.801 g/L, con una diferencia de 0.078 g/L entre ambas.

Los valores de rendimiento mostrados para ambas cepas de U. maydis son mas
altos a los reportados por Lopez et al., 2015 para el polisacarido sintetizado por
Ganoderma sp. producido mediante fermentaciones en Batch bajo una incubacion
a 30 °C por 10 dias a un pH de 4.0 con agitacion de 150 rpm, reportando 2.65 g/L
como el valor de rendimiento més eficiente obtenido.

Alvarado y Romero, 2013 caracterizaron diferentes variedades de goma Xantana
sintetizada por Xanthomonas campestris, la cual fue activada en agar con medio de
carbonato de calcio de levadura (YCD) incubandola en un rango de temperatura de
28-30 °C por 48 horas, para posteriormente realizar una en medio de carbonato de
calcio de levadura (2%) e incubarlo a 28°C por 72 horas con agitacion constante de
250 rpm, encontrando al final de la fermentacion 8.84 g/L como el mayor rendimiento
obteniendo de Xantana.

Por otro lado, Azuaje y Sanchez, 1999 reportaron que de distintas variedades de
Xanthomonas campestris, la variedad “ocumo” es capaz de producir valores mas
altos de goma xantana bajo condiciones de incubacion a 30 °C y con agitacion de
250-1000 rpm, obteniendo rendimientos de hasta de 10 g/L, lo cual probablemente
se debe a la diferente capacidad de sintesis del polisacarido entre cada variable de
la bacteria.

Autores como Hernandez et al., 2009 obtuvieron un rendimiento del 51.94 g/kg
(51.94%) de quitosano al ser extraido a partir de exoesqueletos de crustaceos
mediante procesos quimicos, obteniendo un peso neto de 15.583 g de quitosano a
partir de 30g iniciales de muestra compuesta de exoesqueletos de crustaceo, siendo
este polisacarido de origen animal uno de los que muestran los mas altos

rendimientos de obtencion.
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La goma producida por U. maydis tiene un rendimiento promedio de 6.8g/L, el cual
esta por debajo de los rendimientos de otros polisacaridos de origen bacteriano o
animal, pero por arriba de su contraparte de origen flngica, sin descartar las
posibilidades de aumentar la productividad y rendimiento por medio de diferentes
modificaciones como lo han hecho con otros polisacéaridos, esto lo podemos
observar en los resultados y procedimientos para la produccion el polisacéarido
derivado de Ganoderma sp. (L6pez et al., 2015), el cual aumenta los rendimientos
del polisacérido al prolongar los tiempos de incubacion hasta 10 dias, por lo que es
posible pensar que variacion en el tiempo de incubacién pudiera modificar los
rendimientos de los polisacaridos producidos por las cepas Rim101 y FB2. Lopez et
al., 2015 también reporta haber hecho la fermentacién con un cambio significativo
en el pH, por lo que se pudiera pensar que el cambio estos valores pudiera modificar
los resultados obtenidos con las cepas de U. maydis.

Por otro lado, los resultados obtenidos en polisacéridos bacterianos como los
reportados por Alvarado y Romero, 2013, para la goma xantana nos dan la
posibilidad mejorar nuestros resultados de rendimientos al considerar agregar

algunos nutrientes al medio durante el proceso de fermentacion.

Figura 5. Calculo del rendimiento mediante la diferencia entre pesos seco y himedo
de los polisacaridos de las cepas (a) Rim101 y (b) FB2.

30



4.2. Calorimetria Diferencial de Barrido

Al realizar el andlisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en
inglés) se pudieron registrar multiples picos endotérmicos y exotérmicos que se
presentaron a lo largo de los dos ciclos de calentamiento y el ciclo de enfriamiento
encontrando diferentes puntos de cristalizacion y fusion en las muestras de
exopolisacérido seco y otras temperaturas de gelificacion y fusion en las muestras

de exopolisacarido hidratado.

4.2.1. Punto de Cristalizacion y Punto de Fusion por Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC)

Se pudo observar en el termograma (Figura 6) obtenido para el exopolisacarido
secretado por la cepa Rim101, que para el primer calentamiento (linea azul) se
presentaron dos picos endotérmicos el primero y mas grande a 98.29 °C con inicio
a los 51.63 °C con una energia de 86.674 J/g para efectuar el cambio, el segundo
a 139.09 °C iniciando a los 134.83 °C con una energia requerida de 6.6854 J/g y
solo un pico exotérmico a los 193.89 °C con inicio a los 170.89 °C con 34.956 J/g
de energia, posiblemente atribuible a un reordenamiento estructural en las

moléculas que conforman la cadena del polisacérido.

Para el ciclo de enfriamiento (linea verde) se presentd un pico exotérmico a los
181.11 °C iniciando a los 194. 73 °C con un registro de energia de 1.9630 J/g,

mostrando la temperatura de cristalizacion.

Para el segundo ciclo de calentamiento (linea roja) se registraron dos picos,
endotérmicos a los 117.50 °C, con inicio a los 110.19°C con un registro de energia
de 1.3577 J/g y el otro a los 220.71 °C iniciando a los 188.68 °C con 3.6568 J/g.
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Figura 6. Termograma por DSC del exopolisacérido deshidratado producido por la
cepa RIM101 de Ustilago maydis.

Para el termograma (Figura 7) obtenido del andlisis al exopolisacérido secretado
por FB2 se observo que durante el primer ciclo de calentamiento (linea azul) se
presentaron tres picos endotérmicos, el primero a los 74.21 °C con inicio a los 32.35
°C con una energia de 70.678 J/g, el segundo a los 140.16 °C iniciando a los 135.80
°C con un pico de energia de 11.720 J/g y el tercero a los 175.81 °C con inicio a los
153.38 °C y un pico de energia de 25.458 J/g, atribuyéndose posiblemente a la

reestructuracion en las moléculas que conforman la cadena del polisacarido,

Para el ciclo de enfriamiento (linea verde) registrando la temperatura de
cristalizacion al presentarse un pico exotérmico a los 185.02 °C con inicio a los
205.821°C con un registro de energia de 4.9606 J/g.

Para el segundo periodo de calentamiento (linea roja) se observan dos picos
endotérmicos referentes a la fusion del polisacarido, presentandose el primero a los
109.78 °C iniciando a los 98.40 °C con 3.6523 J/g de energia y el segundo a los
211.75 °C con inicio a los 184.04 °C con 6.5405 J/g de energia.
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Figura 7. Termograma por DSC del exopolisacérido deshidratado producido por la
cepa FB2 de Ustilago maydis.

Ambos termogramas muestran picos de fusion similares para Rim101 y FB2,
140.60°C y 139.09°C respectivamente, siendo valores mas altos que los reportados
por Aguilar et al., 2005 al analizar goma xantana proveniente de dos diferentes
fuentes, una producida por la cepa mutante Xanthomonas campestris 11S-1 y la
otra goma de grado comercial, Xantano Keltrol de grado alimenticio, dando picos de
fusion de 122.3 y 126.4 °C respectivamente, lo que indica que se requiere mayor
temperatura para que el reacomodo estructural de las gomas de U. maydis lo guie
a su fusion. Por otro lado, solo se presentd un pico exotérmico significativo para
Rim101 a los 193.89 °C, mas bajo que los picos presentados por las gomas xantana
y keltrol de 267.5 °C y 281.0 °C respectivamente, lo que indica que la temperatura
de cristalizacion del polisacarido de la cepa Rim101 se presenta a temperaturas
mas bajas para el observado para la goma xantana de origen comercial y la

producida por la cepa mutante de X. campestris 11S-1.

Para otros polisacaridos para el B-glucano obtenido a 3 diferentes temperaturas de

extraccion acuosa a partir de Pleurotus ostreatus (50, 70 y 91 °C) se reportan
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termogramas con temperaturas de fusion a temperaturas de 160°C, 145 °C y 133
°C respectivamente (Lebn, 2021), atribuidos a la ruptura de los puentes de
hidrogeno y cadenas de carbono, teniendo valores similares a los polisacaridos
reportados en el presente trabajo.

Gordon et al., 2018 reportan un pico endotérmico a los 100 °C (pico de fusién), un
pico exotérmico alrededor de los 240 °C (pico de cristalizacion) y una posterior
degradacion que comienza a los 380 °C de una muestra de alginato extraida a partir
de algas pardas del género Padina, encontrando que las temperaturas a las se
presenta la fusion, cristalizacion y la degradacion en el alginato son mayores a las
encontradas para el polisacarido producido por la cepa Rim101 y cepa FB2 de U.
maydis, lo que denota una mayor estabilidad del alginato frente a los polisacaridos

sintetizados por ambas cepas de U. maydis.

4.2.2. Punto de Gelificacion y Punto de Fusion por Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC) en Muestra Hidratada

En el termograma (Figura 8) obtenido del exopolisacarido hidratado secretado por
la cepa Rim101 se observo que durante el primer ciclo de calentamiento (linea azul)
se registraron 3 picos endotérmicos, el primero encontrandolo a 55.40 °C con inicio
a los 37.07 °C con un registro de energia de 6.0424 J/g, el segundo a 163.59 °C
iniciando a los 163.02 °C con energia de 541.05 J/g.

Mientras durante el ciclo de enfriamiento (linea verde) se registré un pico referente
al punto de gelificacion a 110.70 °C con inicio a los 111.99 °C y 2.2854 J/g.

Finalmente, en el segundo ciclo de calentamiento (linea roja) se registré un pico
endotérmico a los 129.30 °C iniciando en los 127.11 °C con un pico de energia de
2.2136 J/g.
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Figura 8. Termograma por DSC del exopolisacarido hidratado producido por la cepa
RIM101 de Ustilago maydis.

En el termograma (Figura 9) obtenido de la muestra del exopolisacarido hidratado
producido por la cepa FB2 muestra que durante el primer ciclo de calentamiento
(linea azul) se registraron dos picos endotérmicos, a los 127.50 °C y a 136.83 °C
iniciando a los 132.91 °C con una energia de 693.18 J/g, mientas que durante el
ciclo de enfriamiento (linea verde) y el segundo ciclo de calentamiento (linea roja),
no se registraron picos endotérmicos o exotérmicos en la muestra del

exopolisacérido hidratado.

De acuerdo a lo anterior, para las muestras hidratadas de los polisacaridos se
reporta su punto de fusidbn a los 163.59 y 136.38°C para Rim10l y FB2
respectivamente, encontrando que el punto de fusién de FB2 es mas bajo que el de
su homologo deshidratado (140.16 °C), mientras que el de Riml1l01 se vio
aumentado en comparacion a la muestra seca (139.09 °C), presentandose los

puntos de fusion en todos los casos (muestras secas e hidratadas) a temperaturas
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mayores que los que se muestran en gomas como la xantano que tiene picos de
fusion alrededor de 122.5 °C (Aguilar et al., 2005).
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Figura 9. Termograma por DSC del exopolisacéarido hidratado producido por la cepa
FB2 de Ustilago maydis.

Sin embargo, al comparar los termogramas de ambos polisacaridos producidos por
las dos cepas de U. maydis se observa que los puntos de fusién son similares a las
del beta glucano producido por Pleurotus ostreatus que aparecen a los 153 °C , 145
°Cy 160 °C dependiendo de la temperatura de extraccion que se haya utilizado para
obtener cada uno de ellos (Lebn, 2021) encontrandose a la par que la temperatura
a la cual se degradan las moléculas de las gomas de U. maydis es mayor (250 °C),
lo que origina que el polisacarido hidratado presente mejor estabilidad a mayores

temperaturas que las observadas en las muestras secas de estos mismos.

La estabilidad a temperaturas por encima de los 240 °C tanto en los polisacaridos
hidratados como secos permitiria proponerlos para ser utilizados en procesos que
requieran altas temperaturas, por encima de otras opciones ya comerciales como lo
es la goma xantana debido a que posee propiedades similares que le permitiran ser
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empleados como espesante, estabilizante y agente para mantener suspensiones
(Lépez y Sabogal, 2018).

Conocer la temperatura a la cual ocurre la transicion o punto de fusién de los
polisacaridos nos permite establecer la temperatura de almacenamiento de estos
polimeros o de los productos que lo contengan como ingrediente activo sin que este
sufra cambios fisicos o estructurales, asi como, la temperatura a la que ocurre la
cristalizacion nos permite conocer la temperaturas a las cuales se puede observar
la formacion de cristales al someterse a diferentes cambios de temperatura durante
el almacenamiento o transporte del polisacarido o productos derivados de este.
Finalmente, la temperatura de degradacion nos permite conocer la temperatura
maxima a la cual se puede someter el polimero sin presentar desnaturalizacion
estructural, y por consecuente pérdida de las propiedades o caracteristicas
fisicoquimicas o de actividad biologica de la molécula, asi como, la temperatura a la
cual puede ser sometido el producto en procesos de calentamiento o esterilizacién

al utilizarse en productos alimenticios, farmacolégicos, u otros.

4.3. Gelificacion lénica

En la prueba de gelificacion iénica en frio se tom6 como resultado positivo para la
presencia de gelificacion la formacion de pequefios agregados del polisacarido en
solucion que al hidratarse y en presencia de iones de calcio formaron un
conglomerado en soluciones a las concentraciones de Rim101 (Figura 10),
observandose una relacion directamente proporcional entre el aumento de la
concentracion de polisacéarido y la formacion de agregados mas grandes y estables

formados al entrar en contacto con la solucién fria de CaClz (Anexo 5).
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Figura 10. Prueba de gelificacion ionica del polisacérido de la cepa Rim101 a una
concentracion del 7% (ay b) y 5% (c y d) en solucién de CaCl: al 4%.

En el caso del polisacéarido sintetizado por la cepa FB2 se observé que se requiere
concentraciones mas altas del polisacarido, asi como, de una solucion mas
concentrada de CacClz (concentracion mas alta de iones de calcio) para lograr
obtener unos pequefios agregados (Figura 11), observando en algunos casos solo
cambios en la viscosidad de la solucién del polisacérido al entrar en contacto con la
solucién de CaClz, lo cual indica que aunque se obtienen rendimientos parecidos de
los polisacéaridos al finalizar la fermentacion, entre dichos polimeros se presentan

diferencias en sus propiedades.

En el Cuadro 6 se muestra que las soluciones a diferentes concentraciones del
polisacarido obtenido a partir de la fermentacion realizada con la cepa Rim101 de
U. maydis presenta formacion de agregados gelificantes a todas las
concentraciones evaluadas del polisacéarido (5%, 7%, 10%, 15% y 20%) en contacto
con CaCl2 a diferentes concentraciones de la sal (4%, 5%, 6% y 7%).

Caso contrario se muestra para las soluciones del polisacéarido sintetizado por la
cepa FB2 en los cuales solo se observé la formacién de agregados gelificantes a
partir del contacto con iones calcio presentes en soluciones de CaCl2 mas

concentradas (6% y 7%).
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Cuadro 6. Resultados obtenidos de la prueba de gelificacion.

Cepa % de polisacarido % de CacCl2
4% 5% 6% 7%
Rim101 5% Si Si Si Si
7% Si Si Si Si
10% Si Si Si Si
15% Si Si Si Si
20% Si Si Si Si
FB2 5% No No Si Si
7% No No Si Si
10% No No Si Si
15% No No Si Si
20% No No Si Si

Se realizaron 3 réplicas de cada tratamiento.

/ . —

Figura 11. Prueba de gelificacién ionica del polisacarido de la cepa FB2 a una
concentracion del 7% (ay b) y 5 % (c y d) en solucion de CaClz al 4%

Brummer et al., 2014 reportan la obtencion de B-Glucanos de diferente peso
molecular a partir de la avena, los cuales presentan propiedades gelficantes al ser
analizados por la técnica de reometria de tension controlada. En su investigacion
observaron que las mezclas de los B-Glucanos de alto y bajo peso molecular a
diferentes proporciones (0:100, 25:75, 50:50, 75:25, 100:0), al ser diluidos en
soluciones al 3, 4y 5 % de un tampon de fosfato de 20 mM/1 mM NaN3 (azida de
sodio) pH 7.0 y mantenerlos con agitacion constante a 90 °C durante 3 horas, se
originan geles mas duros y elasticos con la mezcla de 50:50 de glucanos de alto

peso y bajo peso molecular, respectivamente. Mientras que las mezclas de 100:0
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(glucano de alto peso molecular : glucano de bajo peso molecular) no gelificaron,
demostrando una fuerte relacion entre el peso molecular y la calidad del gel
formado, debido a que la disminucion de la masa molar y el aumento en la
concentracion en la mezcla hace que la gelificacion se acelere.

Funami et al., 2009, utilizé diferentes muestras de alginato que variaban en su
contenido de manuronato y guluronato a la misma concentracion de 0.5% (p/v), con
una concentracion de 15 mM de glucano-d-lactona y diferentes concentraciones de
CaCOs, reportando que las muestras ricas en guluronato eran mas elasticas al
mezclarse con soluciones a una concentracion de 15mM de CaCOs, mientras las
soluciones de alginato ricas en manuronato mostraba ensamblajes moleculares en
forma de red que aumentaban la elasticidad al ser mezclados con soluciones a
3.75mM de CaCOs pero la calidad de este disminuia, concluyendo que la calidad
de los geles de guluronato son mejores a concentraciones altas de Ca?* y bajas de
CaCOs, y que los alginatos ricos en manuronato tienen mejores caracteristicas
gelificantes en concentraciones altas de CaCOzsy bajas de Ca?*.

Reportes para la goma xantana producida por Xanthomonas campestris denotan
gue al ser un polisacarido que posee menos polidispersidad que otros polisacaridos,
se hidrata méas rapido con agua fria sin formar aglomerados (Nieto et al., 2013),
gelificando solo al ser combinada con otras gomas (como la goma garrofin) y
después de ser calentada la solucion a 40 °C por 18h y posteriormente enfriada a 5
°C (Fujiwara et al., 2000). Lo anterior indica que para que la goma xantana pueda
gelificar es necesario mezclar con otros polisacéaridos, controlar la proporcion de la
mezcla de las gomas, asi como, la relacibn de manosa y galactosa que estas
tengan, lo cual se vera reflejado en la temperatura de gelificacion (Nieto et al., 2015)
En base a las caracteristicas de gelificacion encontradas para el polisacarido
obtenido de la cepa Rim101 (Cuadro 6), se abre la posibilidad de continuar
haciendo pruebas para encontrar y controlar los diferentes parametros que permitan
mejorar las propiedades gelificantes del polisacarido, pudiendo ser algunas
opciones fraccionar el polisacarido para obtener cadenas de diferentes pesos
moleculares, probar algun otro tipo de sal que favorezca la union de las moléculas

gue conforman la cadena del polimero, combinarlo con algun otro polisacarido o
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incluso probar el polisacarido a diferentes temperaturas de calentamiento y

enfriamiento.

4.4. Espectroscopia Infrarroja por Trasformada de Fourier (FT-IR)

Basado en los resultados correspondientes al andlisis de FT-IR realizado al
polisacarido producido por la cepa Rim101 (Figura 12) se observaron 2 picos entre
las longitudes 3500 a 2500 cm®, a los 3295 cm™ y 2927 cm™ con un 86.71% y
88.45% de transmitancia respectivamente, correspondiente a los enlaces C-H (Khan
et al., 2018; Ledn, 2021; Murphy et al., 2018). Otra intensidad relevante se registro
en el rango de 1200 a 1400 cm™ en especifico a los 1372 cm™ con 71.7% de
transmitancia correspondiente a los anillos de glucosa en (Eyigor et al., 2018), el
encontrado a los 1574 cm™ con 84.52 % de transmitancia probablemente sea de

grupos fendlicos de antioxidantes de los B-glucanos (Ledn, 2021).
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Figura 112. Espectro infrarrojo del exopolisacarido sintetizado por la cepa Rim101.
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Los espectros en la regiéon de 1200-800cm™* proveen informacién que permite definir
caracteristicas distintivas entre polisacaridos (region huella) como lo reporta
Mikkelsen et al., 2010, quien analiz6 el espectro FT-IR de un polisacarido de avena

observando la presencia de enlaces B-glucosidicos a 890 cm™.

En la region de 850 a 890 cm-1 correspondiente a la configuracion anomérica 3 de
anillos de D-glucosa ya que los atomos de la cadena macromolecular vibran debido
al acoplamiento de tramos CC y CO en este caso encontrando este punto a los 824
cm con 74.1 % de transmitancia (Limberger et al., 2014; Mikkelsen et al., 2010), el
punto de transmitancia mas bajo (58.6%) se registr6 a los 1049 cm dentro del
rango de 1150 a 1000 cm-! que corresponde a las diferencia en forma fisica del -
glucano, dato que coincide con lo registrado por otros autores, como Ledn, 2021,
quien lo registré a 1025 cm! para un 3-glucano extraido de Pleurotus ostreatus, y a
1015 cm una banda registrada en el espectrograma del B-glucano extraido de
Lentinus edodes (Murphy et al., 2020), mientras Eyigor et al., 2018 reportaron la
misma banda en varias muestras de un polisacarido producido por una levadura en
un rango de 1000 a 1150 cmt, encontrando que estos se deben a los enlaces C-O-
C correspondiente a los anillos de glucosa y enlaces 3 en cadenas glucosidicas.
En la regiéon de 950 a 750 cm! se encuentran huellas correspondientes a enlaces
anoméricos de B-glucanos (Diaz et al., 2022) encontrandolo en este caso a los 824
cm* con 74.1% de transmitancia.

El espectro del polisacarido producida por la cepa FB2 (Figura 13) muestran la
presencia de bandas a las mismas longitudes de transmitancia que en el espectro
observado para el polisacarido producido por la cepa RIM101 (Figura 12), siendo
la principal diferencia la que se presenta en los porcentajes de transmitancia que
son mas bajos en el espectro del polisacarido de la cepa Rim101 (alrededor de
0.2%).

Se deduce que los exopolisacarido obtenidos a partir de las cepas de U. maydis
(Rim101 y FB2) son B-D-glucanos al observar principalmente 3 puntos de
transmitancia mas caracteristicos, el mas alto alrededor de los 824 cm™ de los
enlaces B en cadenas glucosidicas presente en ambos polisacaridos, el segundo
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esta a los 1372 cm?* y 1375 cm? (para Rim101 y FB2, respectivamente) que

pertenece a los anillos de glucosa y el tercero en los 1574 cm™ y 1570 cm™ (para

Rim101 y FB2, respectivamente) correspondiente a los grupos fendlicos de los

antioxidantes de los B-glucanos.
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Figura 12. Espectro infrarrojo del exopolisacarido sintetizado por la cepa FB2.

De acuerdo con lo anterior se deduce que los polisacéaridos sintetizados por ambas

cepas de U. maydis pertenecen a los polimeros del tipo B-glucanos, lo que permite

pensar que presenten una posible actividad biolégica ya observada en otras
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moléculas de este tipo obtenidas de diferentes fuentes, las cuales presentan

multiples usos en distintas industrias y campos de investigacion.

Dentro de los reportes referentes a las actividades biolégicas de este tipo de
polisacaridos B-glucanos, Wanke et al., 2020 demostraron que multiples especies
vegetales muestran respuestas inmunitarias al ser expuestas a diferentes tipos de
B-D-glucanos, encontrando que algunas especies se adaptan mejor a los 3-(1,3)-
glucanos de estructura corta y otras adaptandose mejor a los de estructura larga lo
gue indica que en especies vegetales hay multiples receptores de B-D-glucanos y
estos actuan dependiendo su grado de polimerizacién, lo cual da pie a proponer a
futuro un estudio de la actividad elicitora del polisacarido en una especie vegetal
modelo.

Por otro lado, Waldmiiller et al., 1992 demostraron que los B-D-glucanos, en especial
los de tipo (1-3) ligados a (1-6) B-ramificado actuaron inhibiendo el crecimiento de
Phytophthora megasperma f. sp. glicinea en cultivos in vitro. Es por ello, que en el
presente trabajo se pensé determinar la actividad antimicrobiana por ser una de las
pruebas de actividad biol6gicas que pudiera presentarse en los polisacaridos B-

glucanos.

4. 5. Actividad antimicrobiana

Se verific6 mediante la observacion de la presencia de turbidez en cada una de las
muestras con los diferentes tratamientos la existencia de la proliferacion de
Escherichia coli, encontrandose que ninguno de los polisacaridos producidos por
las cepas Rim101 y FB2 a las diferentes concentraciones evaluadas logro inhibir el

crecimiento de la bateria (Figura 14).

Sin embargo, hay multiples reportes de literatura que indican que los polisacaridos
jueguen un papel importante en la sintesis de materiales que inhiben el crecimiento
microbiano, como lo reporta Garza, 2019 al utilizar un exopolisacéarido producido por
Rhodotorula mucilaginosa en la sintesis de nanoparticulas de Cu(ll), Ni(ll) y Zn(ll),

debido su capacidad para la coordinacion de iones y en combinacién de un agente
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reductor y alguna sal precursora, las cuales se probaron contra Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa, demostrandose que las nanoparticulas de NiO
son capaces de inhibir el crecimiento de la bacteria gram positiva a partir de una
concentracion de 3 mg/mL, mientras que la bacteria gram negativa fue inhibida a
partir de concentraciones de 2 mg/mL, resaltando la ventaja de la produccion de

compuestos menos contaminantes capaces de inhibir el crecimiento de bacterias

resistentes a antibioticos.

1 3 S 7 9
H, + - + - + - + = + - + -
s+ - + - + + + - + - + -

+ - + - + - + - + - + -
» + + + - + + + - + - + +

+ - + - + - + - + - + -
+ + + + + - + - + + + -
e + - - + - - - + - - + -
a + + + + + + + + + + + +

Figura 14. Evaluacion del Efecto Antimicrobiano de los polisacaridos sintetizados
por Ustilago maydis (cepa Rim101 y FB2) por de la Inhibicién de Crecimiento de
E.coli en Placa.

Por otro lado, Valle et al., 2006 reportaron un polisacarido producido en un biofilm
de Eschericha coli capaz de inhibir el crecimiento de multiples tipos de bacterias,

entre ellas Klebsiella pneumonie, Staphylococcus aureus y Pseudomonas
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aeruginosa durante pruebas in vitro observandose actividad antimicrobiana

significativa sobre organismos gram positivos y gram negativos.

No et al., 2002 utiliz6 quitosanos con diferentes pesos moleculares (1671, 1106,
746, 470, 224 y 28 kDa) y oligobmeros de quitosano (22, 10, 7, 4, 2 y1 kDa)
procedentes de cascara de camardn y caparazones de cangrejo los cuales fueron
probados para inhibir el crecimiento de bacterias gram positivas (Listeria
monocytogenes, Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus bulgaricus) y gram
negativas (Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhimurium,
Vibrio parahaemolyticus) utilizando concentraciones del 0.1% en placas de 1 ml con
medio Muller Hinton e incubandolos a 37 °C durante 48 horas, encontrando que en
general el quitosano tiene actividad inhibitoria, y que esta depende del peso
molecular y el tipo de bacteria, ya que ambos factores afectan directamente en la
inhibicién del microorganismo, observandose un mayor efecto en bacterias gram
negativas (E. coliy P. fluorescens) con el quitosano de 746 kDa de peso molecular,
mientras que otros quitosanos con pesos moleculares de 1106, 224 y 28 kDa
tuvieron poca o0 ninguna actividad inhibitoria. No et al., 2002 reportaron las
soluciones a concentraciones de 0.1 % como la concentracion minima inhibitoria del

polisacarido.

Por todo lo anterior, aunque en las pruebas realizadas no se mostrd actividad
antimicrobiana, algunos reportes nos abren las puertas a derivartizar el polisacéarido,
fraccionarlo o utilizarlo como base para la sintesis de productos con bioactivos con
actividad antimicrobiana o considerar probar su actividad contra otra variedad de

organismos.
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V. CONCLUSIONES

Se logroé obtener mediate fermentacion en medio minimo un polisacérido con un
rendimiento de 6.801 g/L (p/v) producido por la cepa Rim101 de Ustilago maydis,
mismo rendimiento que fue obtenido para el polisacéarido sintetizado por la cepa
FB2, sin embargo, posterior a los andlisis fisicoquimicos se observaron diferencias

entre ambos polimeros.

La caracterizacion por calorimetria diferencial de barrido (DSC) muestra las
temperaturas de fusién a 98.29 °C y a 139.09 °C y un tercero cambio exotérmico
referente a la temperatura de cristalizacion a 181.11 °C, al haber un segundo
calentamiento se present6 un pico endotérmico a 220.71 °C a 193.89 °C teniendo
mayor estabilidad térmica. Registrdndose en un segundo calentamiento

nuevamente dos picos endotérmicos a los 117.50 °C y 220.71 °C.

Conocer la temperatura a la cual ocurre la transiciones moleculares referentes al
punto de fusion, cristalizacion, gelificacion y degradacion de los polisacaridos nos
permite establecer la temperatura de almacenamiento de estos polimeros o de los
productos que lo contengan como ingrediente activo sin que este sufra cambios
fisicos o estructurales o determinar la temperatura maxima a la cual se puede
someter el polimero sin presentar desnaturalizacion estructural, y por consecuente
pérdida de las propiedades o caracteristicas fisicoquimicas o de actividad bioldgica
de la molécula, asi como, la temperatura a la cual puede ser sometido el producto
en procesos de calentamiento o esterilizacién al utilizarse en productos alimenticios,

farmacoldgicos, u otros.
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La espectrofotometria FT-IR permiti6 observar bandas (picos) en regiones que se
caracterizan por la presencia de grupos funcionales pertenecientes a los
polisacaridos, entre ellos, las bandas observadas para los enlaces 3 de las cadenas
glucosidicas de los polisacéridos, las bandas a longitudes donde hay presencia de
anillos de glucosa, y bandas correspondientes a la presencia de grupos fendlicos
de los antioxidantes de los B-glucanos, asi como, a presencia de picos en la region

correspondiente al acoplamiento de grupos CCy CO.

La prueba de gelificacion ionica en frio destaca la formacion de agregados que van
aumentando de tamafio y estabilidad conforme se aumenta la concentracion del
polisacarido y la presencia de iones calcio, obteniéndose con las concentraciones

mas altas la formacion de pequefias masas gelificadas.

No se observo inhibicion del crecimiento de la bacteria gram negativa Escherichia

coli a las concentraciones del polisacarido evaluadas.
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VI. PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos y a la revision de literatura se propone en

un futuro las siguientes recomendaciones para continuar con el trabajo de

investigacion:

Segun con lo reportado por autores como Alvarado y Romero, 2013, Fujiwara
etal., 2000 y Nieto et al., 2015, es posible evaluar la fermentacion modificado
el pH y tiempo de incubacién con miras de aumentar los rendimientos
obtenidos de los polisacaridos.

Los resultados de la prueba de gelificacidbn nos permiten proponer evaluar
concentraciones mas altas del polisacarido para repetir la prueba y observar
si la calidad del gel formado mejora, o incluso utilizar una mezcla de otros
polisacaridos o un cation diferente al calcio para enlazar las cadenas del
polimero y conseguir un gel con mejores caracteristicas.

Con base en los reportes de No et al., 2002 y con los resultados obtenidos
en la prueba antimicrobiana que no presenta inhibicién de E. coli se propone
derivartizar el polisacarido o fraccionarlo en cadenas mas pequefio para
verificar el efecto del peso molecular sobre la actividad antimicrobiana, o
bien, utilizarlo como base para la sintesis de productos con bioactivos con
actividad antimicrobiana o considerar probar su actividad contra otra variedad
de organismos.

De acuerdo con, Wanke et al., 2020 se propone realizar un estudio de la
actividad elicitora del polisacarido en una especie vegetal modelo debido a
algunos polisacaridos de origen fungico presentan este tipo de actividad

frente al sistema de defensa de las plantas.
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ANEXOS

Anexo 1. Frotis de células de Ustilago maydis observadas bajo el objetivo de 100X.
Cepa Rim101 a 48 (a) y 72 (b) horas de activacion y cepa FB2 a 48 (¢) y 72 (d)
horas de activacion (pag. 18).

Anexo 2. Datos obtenidos en el conteo en Camara de Neubauer (pag. 20).

., NUmero de células/ recuadro )
Cepa Repeticion 1 > 3 Promedio

1 1.2
2.2
1.8
1.8
1.4

1.6

FB2

Rim101
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Anexo 3. Datos obtenidos del conteo celular para el inoculo inicial de la
fermentacion (pag. 21).

Conteo de células Fermentacion

Cepa Repeticion - -
Promedio Células lavadas )
ml requeridos

de células por ml
1 1.2 1,200,000 4.2
FB2 2 2.2 2,200,000 2.3
3 1.8 1,800,000 2.8
1 1.8 1,800,000 2.8
Rim101 2 1.4 1,400,000 3.6
3 1.6 1,600,000 3.1

Anexo 4. Distribucion de tratamientos en microplaca para la evaluacion de actividad
antimicrobiana de los polisacaridos producidos por las cepas Rim101 y FB2 de
Ustilago maydis (pag. 26).

Rim101 FB2
A J

1l 23| als e 789 w0|uln
A|TH(R1) | T2R1) | T3(R) | TA(RY) [ TS(RY) | T6(RL) | T7(RY) [ T8(RY) | TO(RL) | TLO(RY) | TL1(RY) | TL2(RY)
B{ T1(R2) | T2(R2) [ T3(R2) | T4(R2) | T5(R2) | T6(R2) [ T7(R2) | T8(R2) [ TO(R2) | T20(R) | T11(R2) | TL2(R2)
C| T1(R3) | T2(R3)| T3(R3) | T4(R3) | T5(R3) | T6(R3) | T7(R3) | T8(R3) | TO(R3) | TLO(R3) | TL1(R3) | T12(R3)
D| T1(R4) | T2(Ra) | T3(RA) | T4(R4) | TS(RA) | T6(Ra)| T7(R4) | T8(RA) | TO(R4) | T20(R4) | TL1(R4) | T12(R4)
g
F
G
H

TA(RS) | T2(RS) | T3(RS) | T4(RS) | TS(RS) | T6(RS) | T7(RS) | T8(RS) | TO(RS) | TIO(RS) | TLL(RS) | T12(RS)
T1(R6) | T2(RE) | T3(R6) | T4(R6) | TS(R6) | T6(RE) | T7(R6) | T8(R6) | T9(Re) | T10(R6) | T11(R6) | T12(Ré)
T13(R)[T13(R) T13(R3)TL3(R) T13(RS) TL3(R6) T3(R7)T13(R)TL3(RY) TL3(R10) TL3(R1L TI3(R12)
T14(R1) T14{R2) T14(R3) T14(RA) T14(RS) T14(R6) TL4(R7)T14(R8) T14(RY)TL4(R10) TI4(R11) TL4(RL2) }

|

Testigo

T. Tratamiento, R. repeticion
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Anexo 5. Formacién de aglomerados en la prueba de gelificacion de las soluciones
de polisacaridos al 20 % (Rim101 (a) y FB2 (b)) en CaClz al 7% (pag. 36).
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