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Cinética de crecimiento de Fusarium oxysporum cultivado
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La pectina y enzimas pécticas son esenciales en la
industria alimentaria, principalmente en la industria
del jugo, confiteria y panaderia. Diversas especies
de hongos son capaces de producir pectinasas con
la finalidad de degradar la pectina para sobrevivir y
crecer. En el presente estudio se evalud la velocidad
de invasion de Fusarium oxysporum. La glucosa,
pectina e hidrolizados de pectina (con diferentes
grados de depolimerizacién) se emplearon como
sustratos. Los resultados obtenidos sugieren que las
bajas concentraciones de sustrato promueven una
mayor velocidad de invasién de hongos, mientras
que, en virtud de las altas concentfraciones de
sustrato, esta es menor. El control del fendmeno
de represidn catabdlica a través de la definicidn
de las concentraciones de ambos sustratos es
esencial para la produccidon de pectinasas bajo
fermentaciones de estado sélido y el incremento de
aplicaciones biotecnoldgicas de estas enzimas.
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ABSTRAC

Pectin and pectic enzymes are essential in the food
industry, mainly in the juice industry, confectionary and
bakery. Diverse fungal species are able to produce
pectinases in order to degrade pectin for surviving
and growth. In the present study, radial growth rate
of Fusarium oxysporum was evaluated. Glucose,
pectin and pectin hydrolysates (with different
degrees of depolymerization) were employed as
substrates. Obtained results suggest that low substrate
concenfrations promoted a higher invasion rate,
whereas, under high substrate concentrations it was
lower. Control of the phenomenon of catabolic
repression through definition of inifial concentrations of
both substrates, is essential for pectinases production
under solid state fermentations and to increase
biotechnology applications of these enzymes.

INTRODUCCION

La pectina es una amplia mezcla de sustancias
pécticas cuyo principal componente es el dcido
poligalacturdnico y estdn involucradas en la textura
y maduraciéon de los frutos, en el crecimiento
e interacciones entre la planta huésped vy sus
patdébgenos (Sanchez Aldana Villarruel et al., 2011;
Rangel Rodriguez et al., 2014). Una amplia variedad
de enzimas pécticas catalizan la degradacién de
polisacdridos pécticos a través de reacciones de
depolimerizacién (hidrolasas vy liasas) y esterificacion
(esterasas) (Kant et al., 2014). La aplicacién de las
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enzimas pécticas se lleva a cabo en las industrias
farmacéutica, textil y alimentaria. En esta Ultima
las enzimas pécticas se utilizan en la clarificacion,
filtracion y eliminacion de particulas para evitar la
turbidez en los zumos de frutas, bebidas frutales y
vino. Ademds, la pectina se utiliza como un agente
gelificante, espesante, emulsionante y estabilizador
en el proceso de obtencién de mermeladas y jaleas
(Arellano Barragdn et al., 2014).

La mayoria de las preparaciones de enzimas
pécticas se producen por fuentes fungicas. Existen re-
portes de sintesis de pectinasas como endo y exopo-
ligalacturonasa, poligalacturonasa y pectinesterasa
por Fusarium oxysporum y F. verticillioides (Niture et al.,
2008; Wu et al., 2008, Andre Leroux et al., 2009; Bene-
defttiet al., 2013).

Actualmente, la fermentacion en estado sélido
ha mostrado mejores rendimientos enzimdticos e
incluso la revalorizacién de residuos agroindustriales
(Martins et al., 2011). Por esta razén, es necesario
conocer la velocidad de crecimiento radial y
longitudinal como un método para evaluar la
capacidad de los hongos de invadir y adaptarse alos
nufrientes del sustrato, como estudio previo de este
tipo de fermentacién (Gutiérrez S&nchez et al., 1999).

A través del andlisis del crecimiento microbiano,
Monod (1949) establecié una ecuacion, donde es
posible conocer la tasa especifica de crecimiento
y afinidad por el sustrato. Solo existe el reporte de la
velocidad de crecimientoradial de F. oxysporum sobre
medio de sales minerales adicionado con glucosa
(10 g/l) (Sudrez Segundo et al., 2013). Considerando
la variedad de aplicaciones de las enzimas pécticas,
este documento describe la influencia de la
concentracién de sustrato (glucosa y pectina) y el
efecto del grado de depolimerizacién de pectina
sobre la capacidad invasiva de F. oxysporum.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

La cepa de F. oxysporum se aisldé de una planta de
chile (Capsicum annuum L.) y fue proporcionada
por el Cenftro Internacional de Servicios Fitosanitarios,
S. A. de C. V. (CISEF, Saltillo, Coahuila, México).
El hongo F. oxysporum se cullivd en medio PDA
durante cinco a siete dias a 30 °C. A continuacién,
las esporas se cosecharon con Tween 80 0.1% vy se
realizd un conteo en la cédmara de Neubauer.
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Medios de cultivo

Se empled el medio de cultivo como describen Di
Prieto y Roncero (1996). La glucosa, pectina y la
pectina depolimerizada (hidrolizados de pectinag) se
utilizaron como fuente de carbono. Los hidrolizados
de pectina fueron proporcionados por Coyote
Foods Biopolimers and Biotechnology, S. de R. L.,
cuyo fratamiento se realizé a altas temperaturas
y baja presién (autoclave) y se identificaron como
P1, P2, P3, P4 y P5 con O (control), 5, 10, 20 y 30 min
de esterilizacién en autoclave, respectivamente. A
dichos hidrolizados de pectina se les determinaron
las concentraciones de azUcares reductores
por el método de Somogy-Nelson (Nelson, 1944;
Somogyi, 1952). Se utilizd el medio de cultivo descrito
previamente (Di Pietro y Roncero 1996), solo se
sustituyd la fuente de carbono por los sustratos antes
mencionados. Las cajas Petri con las diferentes
variaciones del medio de culfivo fueron inoculadas
con 10 ul de la suspensidn de esporas (2 x 107 esporas/
ml). Elindculo se colocd en el centro de las cajas Petr,
sobre un pozo hecho previamente. Las cajas Peftri se
incubaron a 30 °C durante 72 h. El crecimiento radial
se monitored cada 12 h.

Andlisis estadistico

El experimento se establecid bajo un diseno
completamente al azar con armreglo factorial
24, Se evaluaron dos factores: sustrato con dos
niveles (glucosa y pectina) y concentracion con
cuaftro niveles (0.25, 0.75, 12.5 y 17.5 g/l). Todos los
experimentos se llevaron a cabo por friplicado.
Cuando fue necesario las medias de los tratamientos
se compararon utilizando la prueba de rango
multiple de Tukey con una significancia al 0.05%.

Los valores de velocidad de invasidn se
obtuvieron como la pendiente de la ecuacion lineal
que se obtiene al graficar el crecimiento radial en
funcion del tiempo y fue definida como p. Se obtuvo
el tiempo de duplicacién, el cual expresa el tiempo
necesario para duplicar 1T mm de crecimiento
aparente de micelio. Por Ultimo, se realizdé un modelo
matemdtico mediante una ecuacién que describe
una curva de saturacién tomando como base Ia
ecuaciéon de Monod (1949) con la herramienta
Solver (Microsoft Excel 2007). Finalmente, los datos
se evaluaron por medio de un andlisis de varianza
(ANOVA) para el diseno experimental propuesto en
el soffware SAS ®.
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Hidrolizados de pectina

Figura 1. Velocidad de invasién de F. oxysporum sobre diferentes concentraciones de glucosa
(a), pectina (b) e hidrolizados de pectina (c). Las lineas indican los valores tedricos
y los puntos los datos experimentales.

RESULTADOS

La mayor diferencia de crecimiento de F. oxysporum
se observd sobre la glucosa y la pectina con
concentracién de 0.75 g/l (13 mm y 13.7 mm de
didmetro, respectivamente). Sin  embargo, la
velocidad de invasidn mdxima alcanzada por el
hongo fue 0.0358 y 0.035 mm/h mediante la glucosa
0.25 g/l y la pectina 0.75 g/l, respectivamente. Por
otro lado, el modelo matemdtico generd valores
de p de 0.0334 y 0.0347 mm/h utilizando la glucosa
(Figura 1a) y pectina (Figura 1b) a una concentracion
de 0.25 g/I. en donde las diferencias son minimas en
comparacion con los datos experimentales.

El contenido de azUcares reductores determina-
dos en los hidrolizados de pectina (P1 a P5) fueron los
siguientes: 0.513, 3.66, 3.52, 4,52 y 5,22 g/I. El mayor

crecimiento fungico observado (10.375 mm) se
presentd usando el hidrolizado P3 como sustrato. Por
otro lado, el comportamiento de u es diferente, el
valor mas alto p se mostré usando los hidrolizados P1
(0.0483 mm/h) y P2 (0.0405 mm/h) (Figura 1c).

De ofra manera, el tiempo de duplicacién (Tabla
1) fluctUaentre 19.72y 33.56 husando concentraciones
de glucosa de 0.25 y 17.5 g/l, respectivamente. Los
valores que se obtuvieron usando pectina a 0.25
y 17.5 g/l fueron 20.81 y 24.72 h. Finalmente, en los
hidrolizados de pectina se observaron valores en el
rango de 15.73-26.62 h.

DISCUSION

En el presente estudio se observd que el microorga-
nismo tiene la capacidad de degradar bajas

Tabla 1. Efecto de los diferentes sustratos sobre el tiempo de duplicacion del crecimiento de F. oxysporum

Concentracién Tiempo de duplicacién (h)
g/l Glucosa Pectina Hidrolizados de pectina
- - - P1 15.73 + 6.24
0.25 19.72+3.14 20.81 +1.43 P2 1716 £1.15
0.75 21.85+5.71 20.01 +2.53 P3 20.91 + 4.53
12.5 27.01 £2.11 21.10+1.11 P4 34.08 + 3.79
17.5 34.56 + 8.86 24.72 +3.91 P5 26.6 2+ 6.92
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concentraciones de susfrato a una alta velocidad;
mientras que el incremento del sustrato inhibe la
sintesis microbiana de muchas enzimas que requieren
de uninductor, fendmeno conocido como represion
catabdlica (Viniegra Gonzdlez y Favela Torres, 2006).
El modelo matemdtico de saturacion mostrd valores
similares comparados con los valores experimentales,
debido a que la concentracion de sustrato es mayor
que el valor de Ks (lzquierdo et al., 2004).

Segun lo estudiado por los autores del presente
documento, existe poca informacién sobre la
velocidad de invasidn de F. oxysporum. Sudrez
Segundo et al. (2013) reportaron un valor de 90
mm/dia, creciendo en cultivo de sales minerales,
adicionado con glucosa (10 g/l) e incubando a
25 °C. Sin embargo, OrzUa et al. (2009) estudié el
efecto de las concentraciones de glucosa anadida
a los residuos agroindustriales sobre el crecimiento
de Aspergillus niger Aa-20. Las concentraciones de
glucosa fueron 12.5, 25, 50 y 100 g/I. El incremento
en la adicién de glucosa fue desfavorable, debido
a que anteriormente OrzUa (2003) demostrd que sin
la adicion de glucosa, el microorganismo crece mds
rédpido y con mayor extension sobre medio sélido.
En este caso se concluyd que la glucosa inhibe el
crecimiento de A. niger Aa-20.

De los hidrolizados de pectina, el marcado
como P1 (control) registrd el valor mds alto y, lo
cual se puede atribuir a que en la depolimerizacion
de pectina se pueden liberar moléculas de dcido
galacturénico (Mejia Giraldo et al., 2007), lo cuales
provocan una represidon catabdlica cuando se
utiliza P2, cuyo contenido de azicares reductores es
mds alto comparado con el hidrolizado P1 (Orzia,
2003). Los valores P1 y P2 se ajustaron al modelo
matemdtico y de acuerdo con la prueba de Tukey,
no hay diferencias significativas entre estos sustratos.
En los tfres experimentos se presentan valores bajos
de KS, que indican una alta afinidad de F. oxysporium
por el sustrato.

Por Ultimo se evalud el tiempo de duplicacion.
Este pardmetro indica la velocidad con la que un
microorganismo crece, pero con relacion inversa.
Si se incrementa el tiempo de duplicacién, el valor
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Figura 2. Crecimiento fungico de F. oxisporum. Imagen tomada
de https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/f/

f9/K7725-1-sm.jpg/250px-K7725-1-sm.jpg

de u se reduce (Larcher et al., 2008). Esta relacion es
claramente observable: en bajas concenfraciones
de glucosa, pectina e hidrolizados de pectina,
menor tiempo de duplicacién y valores altos de p.

CONCLUSIONES

A tfravés del desarrollo del presente estudio se puede
concluir gue las altas concentraciones de sustrato
(glucosa o pectina) y alto grado de depolimerizacién
de pecftina influyen negatfivamente sobre la
velocidad de invasidén de F. oxysporum, por lo que
la concentracién de 0.25 g/l de glucosa y pectina
es favorable y podria ser usada en fermentacion en
estado sdélido. Este nivel de concentracién se traduce
en el ahorro de costos parala produccion de enzimas
pécticas bajo dicho sistema de fermentacién.
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