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Resumen

Extractos crudos de Aspergillus niger (An) se han utilizado como aditivos para la nutricion animal demostrando su
efecto al incrementar la digestibilidad de forrajes en ensayos in vitro. En esta investigacion se caracterizo el
componente prebidtico de An que estimula el crecimiento de un consorcio de bacterias celuloliticas de origen
ruminal (CBCOR). Se utilizaron fracciones ultrafiltradas menores de 30 kDa. Las fracciones ultrafiltradas fueron
calentadas a diferentes temperaturas (60, 90 y 120 °C), se estimd su peso molecular mediante cromatografia de
exclusion molecular y se fraccionaron con cromatografia de intercambio ionico. A las fracciones activas se les
realizo analisis de proteina, carbohidratos y espectrofotometria de infrarrojo. Los resultados mostraron que todas
las fracciones ultrafiltradas y tratadas térmicamente incrementaron significativamente (P<0.05) la produccion de
proteina, concentracion de acetato y la actividad carboximetilcelulasas en CBCOR. La cromatografia de exclusion
molecular estimé un peso molecular de 6.1 kDa de la fraccion activa, mientras las cromatografias de intercambio
anionico y catidnico mostraron una sola fraccion activa. El analisis bioquimico y espectro infrarrojo sugieren la
naturaleza peptidica del componente prebidtico de An que estimula el CBCOR.
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Abstract

It has been demonstrated that crude extracts of Aspergillus niger (An) used as additives for animal nutrition have
enhanced the digestibility of forages on in vitro assays. In this work the prebiotic component of An that stimulates
the growth of a cellulolitic bacterial consortium from ruminal origin (CBCRO) was characterized. Ultrafiltrated
fractions of less than 30 kDa, heat treated at 60, 90 and 120 °C were used. The fractions were obtained by ion-
exchange chromatography and their average molecular weight was determined by molecular exclusion
chromatography. Protein and carbohydrate contents and the infrared spectra were determined on the active
fractions. Results showed that all the heat treated ultrafiltrated fractions significantly increased (P<0.05)
carboxymethylcellulases’ activities, and protein and acetate productions of the CBCRO. Molecular exclusion
chromatography established that the active fraction had a molecular mass of 6.1 kDa, whereas only one active
fraction was detected through ion exchange chromatography. Biochemical analysis and infrared spectra data
suggest that the prebiotic component of An has a peptidic nature.
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1. Introduccion fungico mas utilizados para mejorar la digestion

ruminal son Aspergilllus oryzae y Saccharomyces
Los aditivos no bacterianos de tipo microbiologico cerevisiae (Di Francia y col., 2008). Tricarico y col.
estan basados en su contenido enzimatico, medio (2007) encontraron que un suplemento de amilasas
cultivo, metabolitos y subproductos de fermentacion producidas por Aspergillus oryzae incrementa la
(Beauchemin y col., 2002). Los cultivos de tipo productividad ruminal y estimula el crecimiento de
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bacterias ruminales. El efecto positivo en el
crecimiento de bacterias ruminales aumenta la
degradacion de los carbohidratos estructurales con
un incremento en la produccion de acetato (Enjalbert
y col., 1999). Lee y col. (2000) encontraron que la
administracion de cultivos de hongos anaerobios de
origen ruminal incrementaba la digestibilidad de
nutrientes en fermentaciones ruminales in Vvivo.
Campos-Montiel y col. (2008) encontraron que otros
fermentos de hongos como Penicillium sp,
Trichoderma harzianun, Aspergillus niger (An)
aumentaron la digestibilidad de forrajes in vitro y
que este efecto no estaba relacionado con su perfil
enzimatico. Un estudio realizado con Aspergillus
niger, en el que se utilizaron fermentos crudos
producidos por cultivo sélido, determind que éstos
tenfan efectos benéficos en las digestibilidades in
vitro (Tapingkae y col., 2008). Los fermentos solidos
tienen una mayor concentracién de metabolitos en
comparacion a los encontrados en fermentaciones en
medios liquidos (Ruiz-Leza y col., 2007). A la fecha
no existen reportes sobre la naturaleza del
componente o componentes de fermentos de An
cuando es crecido en cultivo sélido, con efectos
prebidticos que  estimulan  microorganismos
anaerobios de origen ruminal.

El objetivo de este estudio fue caracterizar los
componentes prebidticos de Aspergillus niger que
estimulan el crecimiento de un consorcio de
bacterias celuloliticas de origen ruminal.

2. Materiales y métodos
2.1. Ultrafiltrado de cultivo fangico

Se utilizé un fermento solido de Aspergillus niger
(An) crecido en pulpa de café. La composicion
proximal del fermento en base seca con 94.2% de
materia seca (MS) tuvo un contenido en (%): 65.5,
fibra detergente neutro; 9, proteina cruda; 13.2,
cenizas; 1.3, extracto etéreo; y 5.2, de extracto libre
de nitrégeno. La actividad de carboximetilcelulasa
(CMCasa) fue de 200 Ul/g, con una maxima
actividad enzimatica a un pH 5 y una temperatura de
70 °C.

La ultrafiltracion se realizd6 homogenizando
10 g de An con agua por 1 h a 25 °C. Posteriormente
se filtro en papel Whatman num. 1. Por ultimo, se
ultrafiltrd a través ultrafree-PFL Millipore con un
peso molecular nominal de 30 kDa.

2.2. Termoestabilidad de los componentes activos

El efecto del calentamiento en las muestras de la
levadura fue determinado después de la
ultrafiltracion a 30 kDa. Se calentaron 10 mL del
ultrafiltrado a diferentes temperaturas (60, 90 y 120
°C) por 15 minutos.

2.3. Cromatografia

La estimacion del peso molecular de los
componentes prebidticos de An se realizé con los
ultrafiltrados de 30 kDa por medio de la deteccion
con luz ultravioleta. Se utiliz6 una columna de
Sephadex G-50 de (1.6 x 75 cm) equilibrada con un
amortiguador 0.1 M de fosfatos a un pH 7. La
elusion fue de 15 mL h™. La coleccion fue cada 5
mL. A las fracciones se les determin6 la absorbancia
a 254 nm. El volumen de la columna se estim6 con
azul de dextrano. Los marcadores moleculares fueron
anhidrido carbonico (29 kDa), citocromo ¢ (12.4
kDa) y apronitina (6.5 kDa).

La cromatografia de intercambio anidnico
utiliz6 resina de DEAE-Sephacel, con una columna
de (1x35 cm) preequilibrada con una solucion 0.1M
de carbonato con un pH de 10, el flujo fue de 20
mL/hr y la coleccion de las fracciones fue cada 5
mL. La absorbancia fue medida a 254 nm. La
cromatografia cationica con las condiciones
anteriores, con la longitud de la columna igual que
en la coleccion de las fracciones y con la deteccion
anteriormente descrita, pero con una resina CM-
Sephadex G-25, la cual fue preequilibrada con una
solucion de citrato 0.1 M con un pH 4.

2.4 Analisis bioquimicos

A la fraccion de exclusion molecular se le determind
proteina con la técnica de Bradford; azucares totales
con antrona y azucares reductores por la técnica de
Miller (1959).

2.5 Espectrofotometria infrarroja

Las fracciones de la cromatografia de exclusion
molecular fueron evaporadas a 60 °C. El solido fue
mezclado con KBr para producir tabletas. Las
muestras fueron escaneadas en la region de cercado y
medio infrarrojo desde 4400 a 400 cm’, Ia
resolucion fue cada 4 cm™ con un equipo DigiLab
FTS-60 (Bio-Rad, Richmond, CA) (Reeves, 2001).

2.6 Bioensayo con un consorcio de bacterias
celuloliticas de origen ruminal

El bioensayo fue realizado con microcosmos, los
cuales consistian en botellas anaerobias de 60 mL,
que contenian 25 mL de medio de cultivo. El medio
estuvo compuesto por (mg/L): 600, Na,HPO,; 589,
KCl; 100, MgSO,.7H,0; 64, CaCl,; 480, (NHy4),SO4;
4000, NaHCOs; 1, resazurin; 100, peptona de caseina
(pH 6.8); y solucion de carboximetilcelulosa estéril
(concentracion 6 g/L).

Las bacterias anaerobias fueron obtenidas de
un biorreactor celulolitico. Los microcosmos fueron
incubados durante 24 h a 37 °C. El efecto de los
componentes activos fue determinado por el
incremento de los siguientes parametros: proteina,
acetato y actividad de carboximetilcelulasa
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(Hernandez-Diaz y col., 2008). Todos los
ultrafiltrados y fracciones fueron adicionadas a nivel
de 3% (v/v).

2.7 Anélisis Estadistico

Todos los bioensayos con CBCOR fueron realizados
en un disefio completamente al azar por triplicado.
Las variables de respuesta fueron analizadas por
varianza, cuando existieron diferencias significativas
(P < 0.05) las medias se compararon usando la
prueba de Tukey (SAS, 1990).

3. Resultados y discusion

El ultrafiltrado de An tuvo efectos prebiodticos en la
sintesis de proteina, produccion de acetato e
incremento en la actividad de carboximetilcelulasas
en el CBCOR (Tabla 1). Estos resultados fueron
similares a los reportados por Welch y col. (1996)
donde encontraron que extractos solubles de
Aspergillus oryzae estimulan el crecimiento in vitro
del hongo anaerobio Neocallimastix frontalis.
Schmidt y col. (2004) mencionaron que filtrados de
Aspergillus oryzae tenian efectos prebidticos por
acelerar la produccion y maduracion de zoosporas,
incrementando las actividades de carboximetil-
celulasas del hongo anaerobio Neocallimastix
frontalis. La adicion de un fermento sélido de
Aspergillus niger incremento la digestibilidad in situ
del rastrojo de maiz y la actividad de
carboximetilcelulasas en un consorcio microbiano de
origen ruminal (Hernandez-Diaz y col., 2008).

El calentamiento de los ultrafiltrados no alterd
el efecto prebidtico de An. Todos los tratamientos
con An tuvieron incrementos significativos (P <
0.05) en comparacion con el control sin la adicion de
ultrafiltrado de An en el CBCOR (Tabla 1). Estos
resultados son similares a los obtenidos por Lee y
col. (2004) donde cultivos de hongos anaerobios
(Piromyces communis) esterilizados incrementaban
el numero de bacterias celuloliticas, las actividades
enzimaticas de carboximetilcelulasas, xilanasas y la
digestion de celulosa en comparacion del control sin
la adicion del cultivo fungico en ensayos in vitro con
microorganismos ruminales. Oeztuerk y col. (2005)
reportaron que levaduras viables (Saccharomyces
boulardii) tuvieron los mismos efectos en la
estimulacion del metabolismo microbiano que sus
esterilizados.  Estos  reportes  refuerzan  los
encontrados en este trabajo donde los componentes
de los cultivos fungicos con efectos prebidticos en
ensayos con microorganismos ruminales no se ven
afectados por calentamientos de 120 °C.

La cromatografia de exclusion molecular
mostr6 una sola fraccion que aparecié después de los
marcadores de pesos moleculares. La ecuacion
encontrada para estimar los pesos moleculares fue
Log Peso Molecular = -0.65 (V/Vo) + 5.3. La
fraccion de An tuvo (V/Vo) = 2.33, que corresponde
a un peso molecular de 6.1 + 0.55 kDa.

Tabla 1. Efecto del calentamiento en los
ultrafiltrados de Aspergillus niger en proteina,
actividad de carboximetilcelulasas y acetato en el
consorcio de bacterias celuloliticas
de origen ruminal.

Tratamientos Proteina Actividad Acetato

(mg/L) CMCasa (umol/L)
Control 51.2¢ 2522 11.4%
Ultrafiltrado ~ 58.7° 270° 15.2°
60 °C 56.9° 292° 16.8°
90 °C 56.7° 284° 15.9°
120 °C 58.5° 288° 16.4°
ES 1.26 5.1 0.7

Control = Sin [a adicion del cultivo fungico; ES = Error estandar

a, b = Medidas en la misma columna con diferente superindice tienen diferencias
significativas (P < 0.05).

CMCasa = La actividad de carboximetilcelulasas es expresada como nanomoles

de glucosa por minuto por mililitro.

Tabla 2. Efecto de las fracciones obtenidas por
cromatografia de exclusién molecular intercambio
anidnico y cationico de Aspergillus niger en
proteina, actividad de carboximetilcelulasas y acetato
en el consorcio de bacterias celuloliticas
de origen ruminal.

Tratamiento Proteina  Actividad  Acetato
(mg/L) CMCasa (umol/L)

Control 47.23* 224* 13.7%
Ultrafiltrado 58.6° 295¢ 21.1¢
Fraccién con 54.6° 270% 17.1°
peso molecular
de 6.1 kDa
Fraccion de la  522° 268" 17.3°
cromatografia
intercambio
anionico
Fraccion de la  524° 259° 18.4"
cromatografia de
intercambio
catidnico
ES 1.2 6.2 0.64

Control = Sin Ia adicion del cultivo ﬁ:'mgico; ES = Error estandar

a, b = Medidas en la misma columna con diferente superindice tienen diferencias
significativas (P < 0.05).

CMCasa = La actividad de carboximetilcelulasas es expresada como nanomoles

de glucosa por minuto por mililitro.

La fraccion de 6.1 kDa tuvo efectos prebiodticos al
estimular la produccion de proteina, incrementar la
concentracion de acetato y aumentar la actividad de
carboximetilcelulasas en el CBCOR (Tabla 2). Estos
efectos  prebioticos  fueron  significativamente
diferentes (P < 0.05) al testigo sin adicion de An.
Harper y col. (1996) reportaron que los componentes
de Aspergillus oryzae que aceleraban la fisiologia de
hongos anaerobios  (Neocallimastix  frontalis,
Piromyces communis y Orpinomyces ssp) tenian
pesos moleculares por arriba del corte de 2 kDa
determinados por HPLC. Los componentes
prebidticos de An en este estudio y los componentes
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Fig. 1. Fracciones obtenidas de la cromatografia de
intercambio catidnico y anidnico.
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Fig. 2. Espectro infrarrojo obtenido en las fracciones
de exclusion molecular, intercambio catidnico y
anionico.

de Aspergillus oryzae utilizados por Harper y col.
(1996) también absorbieron luz ultravioleta a 254 nm
lo que sugiere que son de la misma naturaleza
quimica ya que ambos hongos pertenecen al mismo
género. Campos-Montiel y col. (2008) reportaron
que cultivos de hongos de los géneros Aspergillus,
Trichoderma y Penicillium tuvieron efectos similares
al incrementar la digestibilidad de diferentes forrajes
en ensayos in Vvitro cuando fueron utilizados como
aditivos para mejorar la fermentacion ruminal. El
peso molecular de 6.1 kDa del componente
prebidtico de An que estimula en el CBCOR excluye
a pequefias moléculas como 4cidos organicos,
vitaminas y aminodcidos como lo sugirieron
Callaway y Martin (1997). El peso molecular y la
termoestabilidad hasta 120 °C de los componentes
activos de An también excluyen a las enzimas. Estos
resultados apoyan los sugeridos por Campos-Montiel
y col. (2008) en los cuales no se encontrd correlacion
entre las actividades enzimaticas de An y el
incremento de la digestibilidad in vitro de diferentes
forrajes.

Las cromatografias de intercambio i6nico
también mostraron un solo pico (Fig. 1) lo que
sugiere que podria ser un solo componente, ya que
esta técnica separa compuestos con minimas
diferencias en sus constituyentes. Estas fracciones
también tuvieron los mismos efectos prebidticos en
el CBCOR (Tabla 2).

El analisis bioquimico detectd proteina en las
fracciones activas obtenidas en las tres cromatogra-

Tabla 3. Analisis de proteina, azucares totales y
azucares reductores de las fracciones obtenidas por
cromatografia de exclusion molecular intercambio

anionico y cationico de ultrafiltrados
de Aspergillus niger.

Fracciones de Proteina Azucares  Azucares

cromatografia (mg/L) totales reductores
(mg/L) (mg/L)

Exclusion 1.5+0.19 ND ND

molecular de

6.1 kDa

Intercambio 1.9+0.31 ND ND

anionico

Intercambio 1.7+0.22 ND ND

cationico

ND= No detectado

fias pero no detectd azucares totales ni azucares
reductores (Tabla 3).

La espectrofotometria de infrarrojo cercano
dio informacion sobre la absorcion de enlaces entre
Cu O e H; y N e H encontrados en proteinas,
carbohidratos, péptidos, etc. (Malley, 1998). Los
resultados de las fracciones obtenidas en la
cromatografia de exclusion molecular, intercambio
aniodnico y catidonico mostraron el mismo espectro
con un pico a 3400 cm-1 que podria ser OH o NH, el
pico de 1700 cm™ que podria ser el grupo funcional
COOH vy el pico de 1600 cm™ que podria ser H-N-H
(Fig. 2) lo cual, sugiere que son los mismos
compuestos con grupos funcionales caracteristicos de
los péptidos. Estos resultados fueron similares a los
reportados por Welch y col. (1996) donde
encontraron que extractos solubles de Aspergillus
oryzae estimulan el crecimiento in vitro del hongo
anaerobio Neocallimastix frontalis.

Conclusiones

La caracterizacion de los ultrafiltrados de An
mostraron que son termoresistentes, con peso
molecular de 6.1 kDa y de naturaleza peptidica, los
cuales tienen efectos prebioticos al incrementar la
sintesis de proteina, concentracion de acetato y la
actividad carboximetilcelulasa en el consorcio de
bacterias celuloliticas de origen ruminal.
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