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Abstract
The fermentation processes can be divided generally in Solid-State Fermentation (SSF) and Submerged Fermentation (SmF) it has
differences in growth physiology and metabolism of microorganisms. Both systems have been studied for the enzymes production
of industrial interest using microorganisms as Aspergillus sp. that xylanase produced with important industrial application. In this
work the effect of culture conditions (SSF and SmF) and the type of inert support (polyurethane foam, perlite and volcanic stone)
in the production of xylanase by a strain identified as Aspergillus fumigatus was evaluated. The enzyme activity produced with
perlite (54.08 U/gdm) and PUF (17.42 U/gdm) was higher than produced in SmF (2.06 U/mL). Using volcanic stone prevented
the production of xylanases. Additionally, the SSF using perlite productivity was 18 times major that obtained in SmF, also,
PUF using productivity increased 9 times relative to the liquid culture. Thereby, comparison of the kinetic parameters led to the
conclusion that the SSF using perlite as an inert support generates a better alternative for obtaining xylanolytic activity from A.
fumigatus.
Keywords: Aspergillus fumigatus, xylanase, SSF, SmF, tezontle, PUF, agrolite.

Resumen
Los procesos de fermentación pueden ser divididos generalmente en Fermentación en Estado Sólido (FES) y Fermentación en
Estado Lı́quido (FEL) presentando diferencias tanto metabólicas como fisiológicas en los microorganismos. Ambos sistemas han
sido estudiados para la producción de enzimas utilizando microorganismos de interés industrial como Aspergillus sp. que produce
xilanasas con importantes aplicaciones industriales. En este trabajo se evaluó el efecto de las condiciones de cultivo (FES y FEL)
y el tipo de soporte inerte (espuma de poliuretano, agrolita y tezontle) en la producción de xilanasa por una cepa identificada como
Aspergillus fumigatus. La actividad enzimática producida con agrolita (54.08 U/gms) y poliuretano (17.42 U/gms) fue mayor a
la producida en FEL (2.06 U/mL). El uso de tezontle impidió la producción de xilanasas. Adicionalmente, la productividad en
FES utilizando agrolita fue 18 veces mayor que la obtenida en FEL, asimismo, con el uso de PUF la productividad aumentó 9
veces en relación con el cultivo lı́quido. De esta manera, la comparación de los parámetros cinéticos permitió concluir que la
FES utilizando agrolita como soporte inerte genera una mejor alternativa para la obtención de enzimas xilanolı́ticas utilizando A.
fumigatus.
Palabras clave: Aspergillus fumigatus, xilanasa, FEL, FES, tezontle, PUF, agrolita.

1 Introducción

Desde el punto de vista biotecnológico, el término
fermentación se define como un proceso en el que

los microorganismos producen biomasa y metabolitos
a partir de sustancias orgánicas (Suárez y Nieto,
2013). Este proceso se puede llevar a cabo en dos
sistemas: La Fermentación en Estado Sólido (FES) y
la Fermentación en Estado Lı́quido (FEL). La FES se
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define como el cultivo de microorganismos adheridos
a un soporte sólido o semisólido, en el cual el medio
de cultivo se encuentra disperso en una capa fina y
en contacto con una superficie con cantidades de agua
libre bajas (Viniegra, 1997).

En la FEL el microorganismo crece sumergido en
el medio de cultivo en presencia de un exceso de agua
(Singhania y col., 2010) y con un nivel limitado de
oxı́geno que depende de la temperatura y de la altura
sobre el nivel del mar. La concentración de oxı́geno
repercute en el crecimiento del microorganismo y en
la producción de metabolitos de interés sobre todos,
si el microorganismo es aerobio como es el caso
de los hongos filamentosos. Se ha establecido que
en la FES se aumenta la productividad, debido a
que se mejora la transferencia de oxı́geno, ya que la
relación área/volumen del medio lı́quido generalmente
es varios órdenes de magnitud menor y es aún menor
en soportes porosos. De tal manera, que el transporte
de oxı́geno depende del tipo de cultivo y del soporte,
infiriendo que el crecimiento y la productividad será
mejor en la FES que para la FEL, además, la condición
de crecimiento se asemeja al hábitat natural de los
hongos filamentosos; sin embargo, el escalamiento del
sistem fermentativo y el control de los parámetros
del proceso es mas dficil (Demir y col., 2011), ya
que la reproducibilidad de los experimentos debida
a la heterogeneidad de los sustratos empleados, los
gradientes de temperatura, oxı́geno y el pH no pueden
ser controlados a gran escala (Hölker y col., 2004;
Krishna, 2005).

Se han utilizado diversos soportes para la
FES y estos pueden ser clasificados en dos
grandes categorı́as: sustratos naturales (productos
y subproductos agroindustriales), en los que los
soportes empleados son insolubles en agua y actúan
como fuente de nutrientes (Chundakkdu, 2005); y
soportes inertes, en los que se impregna el medio
de cultivo; estos tienen aplicaciones potenciales en
estudios cientı́ficos y en la producción industrial de
productos de alto valor agregado ya que permiten
evaluar y controlar la formulación del medio de cultivo
(Ooijkaas y col., 2000). Algunos materiales porosos,
con alta capacidad de retención de agua y relación
área/volumen elevada pueden ser utilizados (Pandey y
col., 1999) para este tipo de procesos, tal es el caso de
la espuma de poliuretano (PUF), la agrolita y tezontle.
Los dos primeros, han sido ampliamente utilizados
como soportes inertes para el crecimiento en sólido
y no existen reportes del tezontle como soporte de la
FES.

El PUF es un polı́mero sintético ideal para el

cultivo de microorganismos ya que forma cavidades
que permiten la entrada de aire entre sus poros donde
el microorganismo crece en un medio rico en oxı́geno
y no produce efectos secundarios sobre la inducción o
secreción de las enzimas por ser no biodegradable. Por
ello, ha sido ampliamente estudiado en la producción
de enzimas como lipasas, lacasas, tanasas o xilanasas
(Hernández y col., 2009; Rodrı́guez y col., 2011;
Rodrı́guez, 2012; Álvarez y col., 2013; Villegas y col.,
2016).

La agrolita, que es un material volcánico amorfo,
está compuesto principalmente de sı́lice (más del 70
%), con 12-18 % de óxido de aluminio además de
óxidos de potasio y pequeñas cantidades de hierro,
magnesio, calcio, titanio y sodio. Como tiene un
alto contenido de sı́lice es considerado como un
soporte quı́micamente inerte (Mahkan y Vakhshouri,
2010; Osma y col., 2011). Esta condición permite
mantener el agua sobre la superficie, no se deteriora,
es rı́gida y no se comprime fácilmente, creando buena
porosidad, caracterı́sticas idóneas para los procesos
de FES (Ivankovic y col., 2010; Akdemir y Nuri,
2012). La agrolita ha sido usada para la producción
de enzimas como lipasas (Hernández y col., 2009),
la degradación de hexadecano (Velasco y col., 2011),
inmovilización de microorganismos (Ivankovic y col.,
2010) e incluso preservación de cepas fúngicas
(Eichlerova y Homolka, 2014).

Por su parte, el tezontle es una roca de origen
volcánico, material que se distribuye ampliamente en
el centro de México y es utilizado en la industria de la
construcción (Gómez y col., 2009). Está constituido
por silicatos de aluminio además de bióxido de
hierro y su coloración varı́a de rojo a naranja, gris
y negro. Se caracteriza por su alta porosidad y
área superficial (Yañez y col., 2009). Este material
ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento de
agua (Gómez y col., 2009) y por sus caracterı́sticas
quı́micas y fı́sicas puede ser un buen candidato como
soporte inerte para su uso en FES.

Se han realizado estudios donde se compara la
productividad entre FEL y FES utilizando diferentes
soportes inertes, como los describe Hernández y
col. (2009) donde comparan la producción de
lipasas utilizando PUF y agrolita encontrando mayor
actividad (40 %) con el uso de agrolita. Por otra
parte, Aguilar y col. (2002) demuestran que el uso
de PUF aumenta 10 veces la producción de proteasas
por Aspergillus niger crecido en PUF respecto a FEL.
Por otra parte, se ha descrito el uso de agrolita y de
PUF como soportes de la FES para la producción de
diversas enzimas, sin embargo tiene gran importancia
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la búsqueda de soportes novedosos que cumplan con
las caracterı́sticas de ser inertes, de bajo costo, de fácil
disponibilidad, que sean viables económicamente, de
bajo impacto ambiental y de bajos costos de proceso y
de formulación (Ooijkaas y col., 2000).

Dentro de los procesos de FES, los
microorganismos mas utilizados son los hongos
filamentosos, por sus propiedades fisiológicas,
enzimáticas y bioquı́micas, además por la adaptación
a una gran variedad de soportes sólidos. Entre los
más estudiados se encuentra el género Aspergillus ya
que presenta diversas aplicaciones a nivel industrial
asociadas con la producción de alimentos fermentados
y obtención de metabolitos secundarios. De esta
manera, se ha empleado en la formación de diferentes
productos como ácido giberélico (Corona y col.,
2005), ácido gálico (Mata-Gómez y col., 2015) y ácido
caféico (Ramı́rez-Velasco y col., 2016) además de la
producción de diferentes enzimas como pectinasas
(Pereira y col., 2014; Barman y col., 2015; Khatri y
col., 2015), invertasas (Veana y col., 2014), fitasas
(Sapna y Singh, 2014; Buddhiwant y col., 2015) y
otras enzimas hidrolı́ticas (Das y col., 2013; Gottschlk
y col., 2013; Sharma y col., 2014; Camacho-Ruiz
y col., 2016). Por lo anterior, es notorio que el
género Aspergillus tiene una gran importancia a
nivel biotecnológico, por su amplio manejo en la
industria de la fermentación, hasta convertirse en
una fuente principal para la producción de enzimas
hidrolı́ticas como las xilanasas con importancia a
nivel industrial (Wang y col., 2005). Estas enzimas
participan sinérgicamente en la degradación total de la
hemicelulosa para producir xilosa y/o arabinosa. Las
más conocidas son las endo-β-D-xilanasas (rompen al
azar los enlaces glicosı́dicos de la cadena principal
de la molécula), la arabinofuranosidasa (hidroliza
las cadenas laterales de arabinosa), mientras que
las acetil-xilan-esterasas liberan grupos acetatos.
La glucoronidasa remueve las cadenas laterales de
ácido glucorónico a partir de unidades de xilosa.
Las β-xilosidasas atacan oligosacáridos cortos,
llevando a cabo la hidrólisis de los enlaces β-1,4-
aril-xilopiranósido produciendo xilosa (Polizeli y
col., 2005; Harris y Stone, 2009). Por lo anterior, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de
las condiciones de cultivo (FES y FEL) y el tipo de
soporte inerte (PUF, agrolita y tezontle) en la actividad
xilanolı́tica de Aspergillus fumigatus.

2 Materiales y métodos

2.1 Microorganismo

Se utilizó la cepa Aspergillus fumigatus donada por el
Dr. Sergio Huerta Ochoa de la Universidad Autónoma
Metropolitana unidad Iztapalapa (UAM-I).

2.2 Identificación de la cepa

2.2.1 Identificación morfológica

La morfologı́a macroscópica (tamaño, color y
textura de las colonias) se observó al crecer al
microorganismo durante 7 dı́as en diferentes medios
para luego compararlos con lo descrito por Klich
(2002). Los medio utilizados fueron:

Czapek constituido por: NaNO3, 2 g/L; KCl, 0.59
g/L; MgSO4 · 7H2O, 0.59 g/L; FeSO4· H2O, 0.01 g/L;
KH2PO4, 1 g/L y sacarosa, 30 g/L, pH 5 incubado a
25 ºC y 35 °C.

MEA: Extracto de malta, 2 g/L; Peptona, 2 g/L;
Glucosa, 20 g/L; Agar, 15 g/L a pH 4.7, incubado a 25
ºC.

Para el estudio de la morfologı́a microscópica se
tomó una muestra de cultivo fresco (medio MEA),
se mantuvo en etanol absoluto durante 24 h para
posteriormente ser analizada bajo un microscopio
electrónico (SEM) marca JEOL5600V, y observar
el tamaño, forma y textura del microorganismo
utilizando microscopia electrónica de barrido.

2.2.2 Identificación molecular

En primer lugar se creció el microorganismo en
medio MEA durante 7 dı́as a 28 °C para tomar el
micelio y realizar la extracción de DNA utilizando
el kit PowerSoil® DNA Isolation de MO-BIO. A
continuación se amplificó la región ITS utilizando
los cebadores ITS5 (5’ AAGGATCATTA 3’) e ITS4
(5’ AACTCCAGTTTT 3’) (White y col., 1990). Los
productos de PCR obtenidos se purificaron con el kit
JETquick® de GENOMED. En todos los casos, la
integridad del ADN ası́ como el tamaño de las bandas
amplificadas se determinaron mediante electroforesis
horizontal en gel de agarosa 1 % que fueron revelados
con bromuro de etidio (0.5 µg/mL) y visualizados
con luz ultravioleta (254 nm). Finalmente, los
productos de PCR purificados fueron secuenciados
en el Parque Cientı́fico de Madrid, España y el
análisis de las secuencias se realizó utilizando el
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programa Chromas V 1.43 (Brisbane, Australia)
(http://technelysium.com.au/) y se determinó su grado
de similitud con otras secuencias disponibles en la
base de datos del GenBank (http://www.nlm.nih.gov/).
Posteriormente se generó un árbol filogenético para
conocer el género y la especie a la cual pertenece
la cepa utilizada con ayuda de diversos programas
como Clustal x 2.0. (Thompson y col., 1997)
(www.clustal.org/download/current/); jModelTest
(Posada, 2008) (http://code.google.com/p/jmodeltest2/);
PhyML 3.0 (Guindon y col., 2010) (http://www.
atgcmontpellier.fr/phyml/) y Dendroscope (Huson
y col., 2007) (http://ab.inf.unituebingen.de/software/

dendroscope/).

2.3 Fermentación

2.3.1 Preparación de inóculo

Se adicionaron 30 mL de Tween 0.05 % a matraces
Erlenmeyer de 125 mL con 30 mL de medio PDA
(agar de papa-dextrosa) previamente inoculados con
1 mL de suspensión de esporas de A. fumigatus
incubados durante 7 dı́as a 28 ºC y se agitó con
un agitador magnético para obtener una suspensión
de esporas que fue utilizado como inóculo para los
cultivos en FEL y FES. El conteo de las esporas en
la suspensión se realizó microscópicamente con ayuda
de una cámara de Neubauer.

2.3.2 Fermentación en estado lı́quido

Las FEL se relizaron en matraces Erlenmeyer de
250 mL que contenı́an 75 mL de medio Pontecorvo
modificado constituido por: (NH4)2SO4, 6.12 g/L;
Urea, 1.53 g/L; KH2PO4, 1.52 g/L; KCl, 0.52 g/L;
MgSO4· 7H2O, 0.52 g/L; extracto de levadura, 0.5 g/L;
metales traza, 1 mL ; elementos traza (en mg/mL);
Na2B4O7 · 10H2O, 100 g/L; MnCl2· 4H2O, 50 g/L;
Na2MoO4· 2H2O, 50 g/L; CuSO4· 5H2O, 250 g/L;
FeCl3, 85 g/L; ZnSO4, 100 g/L; utilizando xilano
de abedul al 0.2 % como fuente de carbono. Se
inoculó con la suspensión de esporas obteniendo
una concentración final de 2 × 107 esporas/mL y se
incubaron a 28 ºC a 150 rpm. Se tomaron muestras
(2 mL) cada 12 h, por triplicado, durante 5 dı́as
para realizar la cuantificación de actividad xilanasa,
proteı́na, pH y azúcares totales.

2.3.3 Fermentación en estado sólido

Durante el estudio de la FES se realizaron pruebas con
tres soportes inertes: PUF, agrolita y tezontle. El PUF

se cortó en cubos de 1 cm3 y se lavó dos veces con
agua caliente, se dejó escurrir y se secó en un horno
a 60 °C durante 24 h. La agrolita y el tezontle fueron
tamizados para obtener un tamaño de partı́cula entre
el número de malla 16 y 20 (1.18-0.85 mm), una vez
tamizados se lavaron dos veces con agua caliente y
posteriormente, con agua destilada frı́a, se escurrieron
para eliminar el exceso de agua y se secaron a 60 ºC
por 24 h.

Las FES se llevó a cabo tipo Raimbault (1981)
inoculadas con una concentración final de 2 × 107

esporas/g materia seca (gms) en medio Pontecorvo a
un 75 % de la máxima capacidad de retención de agua
para cada soporte; agrolita (2.4 mL/g), PUF (12 mL/g)
y tezontle (0.37 mL/g), cada columna fue empacada
con 10 g de agrolita y tezontle y 2 g de PUF. Las
cinéticas se realizaron a 28 ºC durante 5 dı́as, tomando
muestra por triplicado cada 12 h.

La obtención de extracto enzimático varió
dependiendo del soporte utilizado. En el caso de PUF
éste fue exprimido para la obtención del extracto; en
los cultivos realizados sobre tezontle y agrolita las
columnas fueron desempacadas y el fermento fue
adicionado a un vaso de precipitado, se adicionó 30
mL de agua estéril y se agitó a 150 rpm durante 20
min. Posteriormente, se filtro con papel Whtaman
del No. 1 y los extractos filtrados fueron sometidos
a los análisis correspondientes. Se cuantificó actividad
xilanolı́tica, proteı́na, pH y azúcares totales de los
extractos obtenidos, mismos que se reportaron por
gramo de materia seca (gms).

2.4 Métodos analı́ticos

2.4.1 pH

El pH se midió con un potenciómetro (Testers Checker
de pH Hanna®).

2.4.2 Azúcares consumidos

El consumo de sustrato se determinó mediante la
cuantificación de azúcares totales por el método fenol-
sulfúrico (Dubois y col., 1956). Se generó una curva
estándar utilizando xilosa a una concentración de 400
mg/L.

2.4.3 Proteı́na extracelular

La proteı́na extracelular se cuantificó mediante el
método de Bradford (1976). La curva estándar se
realizó con BSA a una concentración de 1 µg/mL.
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2.4.4 Actividad enzimática

La actividad xilanolı́tica se determinó a partir de la
liberación de azúcares reductores (Miller y col., 1960).
El extracto enzimático se incubó con xilano al 0.2
% durante 20 minutos a 40 ºC. La curva estándar se
realizó con xilosa a una concentración de 2 mg/mL.
Una unidad de actividad se definió como la cantidad
de enzima necesaria para liberar 1 µmol de xilosa por
minuto bajo las condiciones ensayadas.

3 Resultados y discusión

3.1 Identificación de la cepa

La cepa Aspergillus sp. fue identificada
molecularmente utilizando la secuencia Internal

Transcribed Spacer (ITS) como marcador molecular
y morfológicamente por sus caracterı́sticas
macroscópicas y microscópicas.

La identificación molecular se basa en la
comparación de una secuencia nucleotı́dica
previamente amplificada del organismos de interés.
Mediante el análisis de las secuencias de los
fragmentos de ADN correspondientes a los ITS
se realizó el análisis filogenético generando el
dendrograma mostrado en la Figura 1. La relación
filogenética agrupó las especies de acuerdo a sus
distancias evolutivas con base en el análisis de la
secuencia de ADN, de esta manera se pudo corroborar
que la cepa en estudio (AspITS1F) pertenece a
la especie A. fumigatus. Actualmente la secuencia
nucleotı́dica se encuentra depositada en GenBank con
número de acceso KT373971.

Fig. 1. Árbol filogenético obtenido del análisis de la secuencia Internal Transcribed Spacer (ITS) de Aspergillus sp.
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Fig. 2. Identificación morfológica de Aspergillus sp.; colonias en Czapek 25 ºC (2a), MEA 25 ºC (1b) y Czapek 35
ºC (1c) y, cabezas conidiales (2a), vesı́culas (2b) y conidios (2c) (crecidas en medio Czapek) durante 7 dı́as.

Para corroborar la especie del microorganismo,
se creció Aspergillus sp. en dos diferentes medios
de cultivo durante 7 dı́as. En la Figura 2 (a, b y c)
se muestran imágenes de colonias en agar Czapek
(crecidas a 25 ºC y 35 °C) las cuales presentaron
caracterı́sticas aterciopeladas de color verde oscuro
a gris turquesa, alcanzando un diámetro de 3-5 cm
en 7 dı́as a 25 °C con reverso marrón rojizo. En
MEA, el color de las colonias fueron verdes obscuras y
reverso amarillo, con menor crecimiento al compararlo
con el medio Czapek. En la Figura 2 (d, e y f) se
presentan las fotografı́as electrónicas donde se observa
la presencia de conidióforos cortos, con paredes lisas,
con cabezas conidiales columnares y uniseriadas,
fiálides de 5-9 × 2-3 µm y vesı́culas piriformes a
subglobosas de 22-50 µm de diámetro. De acuerdo
con las caracterı́sticas macroscópicas presentes en los
tres diferentes medios de cultivo y por la descripción
microscópica observada y por lo reportado por Klich
(2002), aunado a la identificación molecular, es
muy probable que la cepa en estudio pertenezca
a A. fumigatus. El desarrollo de herramientas en
biologı́a molecular ha jugado un papel fundamental
en la identificación de microorganismos que, con la
ayuda de su morfologı́a, genera información suficiente
para una clasificación confiable. En este trabajo se
identificó a la cepa en estudio como A. fumigatus,

microorganismo saprofito con la capacidad de crecer
en diversos sustratos, donde desempeña importantes
funciones como degradadores de los componentes de
la pared celular de las plantas. Es considerado un
patógeno oportunista que puede causar infecciones
invasivas en pacientes inmunocomprometidos (Amich
y col., 2013), sin embargo es tan versátil como otros
hongos modelo en la naturaleza. Se han demostrado
que A. fumigatus tiene un gran potencial para la
degradacion de materia orgánica, por su capacidad en
producir xilanasas, celulasas, glucanasas, quitinasas y
proteasas (Nierman y col., 2005; Miao y col., 2015)
por lo que su estudio ayuda a diseñar estrategias
enzimáticas para la utilización de la biomasa vegetal.
Recientemente se ha reportado que A. fumigatus tiene
la capacidad de secretar altos niveles de enzimas
xilanasas termoestables y alcalinizables (Bajaj y
Abbass, 2011; Liu y col., 2012; Chang y col., 2017)
por lo que le hace una microorganismo con gran
potencial biotecnológico.

3.2 Fermentaciones

Se evaluó el desarrollo de la cepa A. fumigatus durante
la FEL y FES, monitoreando la actividad xilanolı́tica,
el consumo de la fuente de carbono, la concentración
de proteı́na extracelular y el cambio de pH; para ello,
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Fig. 3. Cultivo de A. fumigatus en FEL (A) y FES evaluando tres tipos de soportes inertes PUF (B), agrolita (C) y
tezontle (D): pH (�), proteı́na extracelular (o), azúcares totales(∆) y actividad xilanolı́tica (♦).

se tomaron muestras cada 12 horas durante 5 dı́as por
triplicado.

3.2.1 Fermentación en estado lı́quido

Durante la evaluación del cultivo de A. fumigatus
con xilano de abedul como fuente de carbono
(Figura 3A) la actividad xilanolı́tica aumentó en
función del tiempo de fermentación, alcanzando la
mayor actividad (2.01 U/mL) a las 60 h, mientras
que la proteı́na extracelular alcanzó su máxima
concentración a la misma hora (28.17 µg/mL). El pH
del medio se mantuvo entre 6 y 7; resultados similares
se han observado en la producción de celulasas por A.
terreus y A. niger en donde el pH de producción fue
de 6 (Mrudula y Murugammal, 2011).

3.2.2 Fermentación en estado sólido

En la Figura 3B se presentan los resultados de la
cinética de producción de xilanasas por FES utilizando
agrolita como soporte inerte. La producción máxima
de xilanasas (54.08 u/gms) se obtuvo a las 98 h
de cultivo. Gamarra y col. (2010) reportaron una
mayor actividad celulolı́tica en Aspergillus niger al
usar agrolita como soporte inerte en comparacion
con la FEL adjudicando que el crecimiento unido
a hongos en agrolia puede favorecer una mejor
producción de enzimas. Por otro lado, se ha descrito
que la producción de xilanasa por A. niger presenta
mayores actividades (Villena y Gutiérrez, 2012), ası́
como mayor productividad durante FES (Shah y
Madamwar, 2005). Actualmente, diferentes estudios
demuestran que A. fumigatus tiene capacidad de
producir enzimas hidrolı́ticas por FES a partir
de residuos agroindustriales. Souza y col. (2012)
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demostraron que A. fumigatus produce actividad
xilanolı́tica durante la FES (219.5 U/g) en los primeros
8 dı́as de la fermentación, mientras que Moretti
y col. (2012) reportaron que A. fumigatus produce
xilanasas, β-glucosidasa y carboximetilcelulasas por
FES a partir de diferentes materiales lignocelulósicos
como sustratos.

Con el uso de PUF como soporte inerte se
observó que la mayor actividad xilanolı́tica 17.43
U/gms) ocurre a las 72 h de cultivo, después de
este tiempo, se observó una ligera disminución de
la actividad enzimática (Figura 3C); esto puede ser
debido al agotamiento de la fuente del carbono o
al incremento de pH en el medio de cultivo (> 7).
Estudios recientes han demostrado las ventajas del uso
de PUF como soporte además de ser muy atractivo
para la producción de enzimas de origen fúngico (Hu
y col., 2011; Rodrı́guez y col, 2011; Rodrı́guez, 2012;
Sharma y Satyanarayana, 2012).

Por otro lado, al usar tezontle como soporte inerte
(Figura 3D) no se detectó actividad xilanolı́tica en los
extractos enzimáticos y la concentración de proteı́na
extracelular fue despreciable. Es posible, que los iones
presentes en el sustrato como Fe, Mn, Ca y Mg
reaccionen con el medio o que tengan un efecto
inhibitorio (Yañez y col., 2009) tal y como lo reportan
Wang y col (2013) y Álvarez y col. (2013) quienes
indican que este tipo de iones pueden inhibir la
actividad celulolı́tica como en el caso de Penicillium
decumbens, particularmente la presencia de Cu2+

y Fe3+ y la actividad xilanolı́tica de Sporisorium
reilianum, particularmente la presencia de Cu2+, Ca2+

y K+, respectivamente.

3.2.3 Comparación entre FEL y FES

Para comparar la actividad enzimática producida
por A. fumigatus en los diferentes sistemas de
fermentación se calcularon parámetros como actividad
especı́fica (UA/µg de proteı́na), productividad
(UA/mL h o UA/gms h), rendimiento de enzima a
partir de sustrato (YE/S ) y rendimiento de proteı́na
a partir de sustrato (YP/S ) durante la FEL y la FES
(agrolita, tezontle y PUF).

En general, todos los parámetros fueron superiores
en FES respecto a FEL. La máxima actividad
enzimática se obtuvo a diferentes tiempos siendo 27
veces superior en FES con agrolita (a las 96 h) y
9 veces con PUF (a las 96 h) respecto a la FEL (a
las 60 h). El tiempo en que se produjo un máximo
de proteı́na extracelular no coincide con el tiempo de
producción máxima de actividad enzimática aunque el

comportamiento fue similar ya que utilizando como
soporte agrolita, se obtuvo 33 veces más proteı́na
extracelular (a las 72 h), 24 veces más proteı́na
utilizando PUF como soporte (a las 60 h) con respecto
a la FEL (a las 60 h). Del mismo modo, la máxima
actividad especı́fica se observó utilizando FES con
agrolita como soporte aunque las variaciones no son
tan importantes.

La comparación de ambos tipos de cultivo (Tabla
1) reveló que la productividad de xilanasas fue mayor
en FES con agrolita como soporte (18 veces) y con
PUF fue de 8 veces mas comparada con la detectada
en FEL. Estas diferencias de productividad entre FES
y FEL han sido reportadas anteriormente por diversos
grupos. Lekha y Lonsane (1994) reportaron que la
productividad de tanasas es 5 veces mayor en FES que
en FEL utilizando como soporte de la FES, bagazo de
caña de azucar. Acuña y col. (1996) reportaron que la
FES resultó ser entre 6 y 51 veces más productiva que
la FEL dependiendo del tipo de enzima cuantificada
utilizando también bagazo de caña de azucar como
soporte de la FES. Por otro lado, Ashokkumar y
Gunasekaran (2002) demostraron que la productividad
de β-fructofuranosidasa por A. niger fue 3 veces mayor
en FES (154.2 U/Lh) que en FEL (48.3 UA/Lh)
utilizando bagazo de caña de azucar como soporte.
Asimismo, Mrudula y Murugamma (2011) reportaron
que la producción de celulasas por A. niger durante
FES utilizando como soporte fibra de coco, fue
14.6 veces mayor que la obtenida en FEL. Shobana
y Maheswari (2013) describieron la producción de
celulasas por A. fumigatus comparando la FEL y FES
encontrado que la FEL fue mas eficiente que la FES
(3 a 1) utilizando diversos residuos lignocelulósicos
como soporte para esta última. Al utilizar soportes
que a su vez, pueden ser utilizados simultáneamente
como sustrato con es el caso de la FES, es muy
probable que la actividad enzimática extracelular sea
producto tanto del consumo de sustrato del medio
adicionado como del propio soporte, esto hace que
no sea posible relacionar con precisión la producción
de enzimas durante la FES, por lo tanto, el uso
de soportes inertes permite relacionar con mayor
precisión la producción de enzimas con la FEL por su
baja interferencia en procesos metabólicos y se puede
inferir el impacto del medio de crecimiento en diversos
procesos fermentativos (Ooijkaas y col., 2000). Los
resultados obtenidos indicaron que es posible mejorar
la producción de enzimas pero bajo condiciones de
crecimiento en sólido utilizando soportes que no
interfieran en la producción o actividad enzimática.
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Tabla 1. Actividad enzimática, proteı́na extracelular, pH y rendimientos producto/substrato de Aspergillus
fumigatus crecidos en sistemas FES Y FEL y xilano de abedul como fuente de carbono.

Tipo de Medio Máxima actividad Máxima concentración Actividad Productividad
(
YE/S
) (

YP/S
)

fermentación enzimática de proteı́na extracelular especı́fica

FEL Pontecorvo 2.03 UA/mL 28.19 mg/mL 0.087 0.039 758.74 0.006
modificado UA/mg UA/mL h

FES Agrolita 54.08 UA/gms 948.38 mg/gms 0.097 0.707 1784.56 14.9
UA/mg UA/gms h

PUF 17.42 UA/gms 664.60 mg/gms 0.042 0.321 618.62 11.2
UA/mg UA/gms h

En cuanto a los rendimientos (YE/S y YP/S )
obtenidos durante la FEL y FES (sobre PUF, agrolita
y tezontle) en función de la concentración de xilano
de abedul y azúcar consumido y del contenido de
proteı́na extracelular en el medio. La FES utilizando
agrolita como soporte presentó el mayor rendimiento
enzima/sustrato producido por parte de A. fumigatus
en xilano de abedul con valor de 1784.56 (UA/g) y
un rendimiento proteı́na/sustrato de 14.9 en el mismo
soporte. De esta manera se puede anticipar, de manera
indirecta, que el sistema más económico corresponde
al uso de agrolita como soporte de FES.

Diversos reportes han demostrado que la FES
tiene varias ventajas sobre la FEL; por ejemplo,
el bajo contenido de humedad facilita la extracción
del producto y reduce el riesgo de contaminación
(Pandey y col., 2008), además, no se observa represión
catabólica o inhibición por productos finales (Acuña
y col., 1996; Montiel y col., 2002; Viniegra y
Favela, 2006) lo que permite el empleo de mayores
concentraciones de sustrato (Gautam y col., 2002) y
la obtención de productos más concentrados (Pandey
y col., 2008). Mientras, que el uso de la FEL
simplifica la generación de productos, los sustratos
son solubles en el medio, los parámetros como
la temperatura, aireación, temperatura y pH son
fácilmente controlables en comparación con la FES.
Debido a lo anterior, este trabajo permitió evaluar
el comportamiento de la fermentación con el uso de
diferentes tipos de soportes (agrolita, PUF y tezontle)
utilizando un medio de cultivo quı́micamente definido.
Demostrando que el tezontle, aunque cumple con las
caracterı́sticas de alta porosidad y área superficial
(Yañez y col., 2009) posiblemente no sea un material
inerte, de manera que los iones presentes en su
composición reaccionen con el medio de cultivo,
inhibiendo la actividad enzimática y el crecimiento
celular. Por otro lado, la ausencia de actividad
enzimática puede deberse a la presencia de iones
inhibidores de la actividad catalı́tica por lo que hace

falta diseñar un tratamiento al soporte que elimine la
mayor cantidad de elementos inhibitorios.

Se observó que la producción enzimática varı́a
en los distintos sistemas de fermentación obteniendo
información importante para mejorar la producción
enzimática. Los resultados de este trabajo y los
reportados en la literatura son muy consistentes
en demostrar que en FES se obtienen mayores
productividades de α-amilasas (Ertan y col., 2041),
pectinasas (Acuña y col., 1996; Dı́az y col., 2001;
Ferreira y col., 2010), peptidasas (da Silva y col.,
2013), celulasas (Singhania y col., 2010; Mrudula
y Murugammal, 2011; Li y col., 2013), xilanasas
(Suprabha y col., 2008), tanasas (Aguilar y col., 2001),
fitasas (Sapna y Sing, 2014) y proteasas (Aguilar y
col., 2002; De Azeredo y col., 2006).

Un parámetro relevante en todo proceso
fermentativo es el rendimiento enzima/sustrato (YE/S ),
que da información sobre la cantidad de sustrato
empleado en la sı́ntesis enzimática y de manera
indirecta la economı́a del sistema. Mientras que el
rendimiento proteı́na/sustrato (YP/S ) permite conocer
el comportamiento del microorganismo cuando
se emplean concentraciones elevadas de fuente
de carbono, dando como resultado la represión
catabólica, acumulación de productos intermedios
o el incompleto consumo de la fuente de carbono
(Najafpour, 2007). De esta manera, se puede afirmar
que la FES, utilizando agrolita como soporte inerte,
es un cultivo que permite la producción de enzimas
xilanolı́ticas permitiendo una alta productividad en
el proceso, favoreciendo el proceso económicamente
(Osma y col., 2011). Asimismo, el uso de agrolita
puede resultar en un avance significativo en el estudio
de A. fumigatus en FES, ya que es un medio limpio
y de fácil preparación en el laboratorio, que permite
la producción de enzimas xilanolı́ticas. Además, de
ofrecer múltiples beneficios en la fermentación como
mejorar la productividad del proceso FES, que puede
resultar de beneficio de la transferencia de calor y
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el oxı́geno en matriz sólida; proporcionar apoyo en
superficie para la adsorción de los hongos; los hongos
adsorbido sobre agrolita da una posibilidad para ser
reutilizado en ciclos sucesivos de la fermentación
(Singh y Singh, 2006).

Conclusiones

Al comparar los resultados obtenidos del la FEL y FES
fue evidente que el crecimiento en sólido permite tener
un mayor aumento en la producción de las enzimas
extracelulares estudiadas.

La agrolita mostró las mejores caracterı́sticas
como soporte para la FES bajo las condiciones
ensayadas. Con este soporte se observó un aumento
de hasta 27 veces en la actividad enzimática con
respecto a la FEL. El tezontle no mostró cualidades
positivas para ser utilizado como soporte para la FES,
es muy probable que el tezontle libere iones que
pueden interferir en la expresión de la enzima o que
puedan ser inhibitorias de la actividad catalı́tica de la
xilanasa.
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