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Resumen 

La degradación de flavonoides utilizando diglicosidasas se describió en los géneros 

Aspergillus, Penicillium y Acremonium. Este último, es un género complejo y 

recientemente se transfirieron algunos de sus miembros al género Sarocladium. En este 

trabajo, se realizó una búsqueda de diglicosidasas en 32 cepas pertenecientes a los 

géneros Acremonium y Sarocladium. La degradación de los flavonoides hesperidina y 

diosmina no se detectó en ninguna de las cepas ensayadas, mientras que 21 cepas 

fueron capaces de hidrolizar rutina. Dado que la clarificación o hidrólisis del flavonoide 

no indica la estrategia de desglicosilación, por ensayos zimográficos se detectaron siete 

cepas productoras de actividad diglicosidasa. Se seleccionó a Sarocladium strictum DMic 

093557 como adecuado productor de enzimas, porque produjo una banda con un peso 

molecular aparente bajo y la mayor tasa de clarificación en medio sólido (Kc 2.01). En 

cultivo sumergido (25 °C, pH 5.0) con rutina como fuente de carbono, la máxima 

producción de actividad desglicosilante se detectó luego de 9 días de crecimiento (8.6 ± 

0.8 U/L). Por otro lado, los productos de reacción de la hidrólisis de rutina se 

identificaron como rutinosa y quercetina, confirmando la producción de la actividad 

diglicosidasa. Se pretende secuenciar el péptido responsable de dicha actividad para su 

posterior caracterización dado su potencial de aplicación y la ventaja de tener acceso al 

genoma completo de S. strictum, que nos permitirá avanzar en estudios futuros. 
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Abstract 

Flavonoids degradation using diglycosidases was reported in the genera Aspergillus, 

Penicillium and Acremonium. The latter is a complex genus, and recently some of it´s 

members were transferred to the genus Sarocladium. In this work, a search for 

diglycosidases in 32 strains belonging to the genera Acremonium and Sarocladium was 

performed. The degradation of diosmin and hesperidin was not detected in any of the 

tested strains, whereas 21 strains were able to hydrolyze rutin. Although clarification or 

hydrolysis of the flavonoid does not indicate deglycosylation strategy, throughout 

zymographic analysis, seven strains were found as producers of diglycosidase activity. 

Sarocladium strictum DMic 093557 was selected among the strains as a suitable 

enzymatic producer due to the lower apparent molecular weight of the protein as well 

as the highest rate of clarification on solid medium (Kc 2.01). Furthermore, the reaction 

products of the rutin hydrolysis were identified as quercetin and rutinose, confirming 

the production of diglycosidase activity. In submerged cultures (25 °C, pH 5.0) with rutin 

as sole carbon source, the higher production of diglycosidase was detected at the ninth 

day (8.6 ± 0.8 U/L). The potential application of the peptide responsible of this activity 

and the advantage of having access to the complete genome of S. strictum will drive 

future studies. 
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Si me caí, es porque estaba caminando. Y 

caminar vale la pena aunque te caigas. 
 

E. Galeano. 
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1.1 Género Acremonium 

Acremonium es un género complejo que comprende un amplio número de especies. 

Diferentes revisiones del género, fundamentados en estudios moleculres, transfirieron 

varias especies de Acremonium al género Sarocladium. De acuerdo con Summerbell et 

al. (2011) Sarocladium se diferencia morfológicamente de Acremonium por sus fiálides 

elongadas que surgen solitarias desde las hifas vegetativas o que se sustentan sobre 

conidióforos escasa a repetidamente ramificados, por la producción de adelofiálides 

abundantes y por presentar conidios elongados. Acremonium, en cambio, se caracteriza 

por sus conidióforos principalmente no ramificados o escasamente ramificados cerca de 

la base, por la ausencia (casi absoluta) de adelofiálides y por presentar conidios de varias 

formas (subglobosos, ovalados, elipsoidales). Entre las especies de Acremonium y 

Sarocladium se han descripto patógenos humanos, animales y vegetales, como así 

también saprófitos (Summerbell et al., 2011; Giraldo et al., 2015). 

 

1.2 Flavonoides 

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifenólicos ampliamente distribuidos en 

el reino vegetal. Dada su ubicuidad forman parte de la dieta humana y presentan 

propiedades benéficas como, actividad antitumoral, antiviral, antiinflamatoria y 

antioxidante (Benavente-García et al., 1997). Estructuralmente, los flavonoides constan 

de una base aromática, derivada del difenilpropano (C6-C3-C6), compuesto por dos 

anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterocíclico) (Figura 

1.1). 

 

 

 

 

 

Figura 1.1: Estructura básica de los flavonoides. 
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Los flavonoides raramente se encuentran como moléculas libres en la naturaleza, en 

general están presentes como glicósidos. Los azúcares se unen preferentemente a la 

posición C3 y con menor frecuencia al C7 del anillo A. Rutina, hesperidina y diosmina son 

flavonoides glicosilados presentes mayoritariamente en el género Citrus (Kawaii et al. 

2000). Debido al carácter hidrofílico de los residuos de azúcar, los glicósidos son más 

solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que su aglicona respectiva. 

La desglicosilación de estos compuestos puede alterar su bioactividad, estabilidad 

química, biodisponibilidad y/o farmacocinética (Kren & Martinková 2001). En vista de 

los múltiples grupos funcionales y estereocentros presentes en los flavonoides, las 

enzimas representan catalizadores ideales para reacciones estereo- y regioselectivas 

(van Rantwijk et al., 1999; Giffhorn et al., 2000).  

 

1.3 Glicosidasas microbianas que hidrolizan flavonoides 

La desglicosilación enzimática es el primer paso en la degradación de los flavonoides, 

seguida por la oxidación de los anillos aromáticos. En el caso de flavonoides 

diglicosilados, los residuos glicosídicos pueden ser removidos mediante dos 

monoglicosidasas que actúan en modo secuencial o bien en una única reacción por 

acción de una diglicosidasa (Sarry & Gunata, 2004). El modo secuencial se inicia con una 

enzima que reconoce y cliva la unión entre los dos residuos de azúcar. Algunos ejemplos 

incluyen α-ramnosidasas (EC 3.2.1.40), α-arabinosidasas (EC 3.2.1.55) y β-xilosidasas (EC 

3.2.1.37) (Manzanares et al., 2001; Orrillo et al., 2007); seguidamente una β-D-

glucosidasa hidroliza el enlace heterosídico entre el residuo de glucosa y la aglicona 

(Figura 1.2) (Barbagallo et al., 2004). Las β-glucosidasas actúan de modo “exo” y como 

tales son incapaces de hidrolizar el enlace si otro azúcar está unido al término no 

reductor de la glucosa. Esta es una de las formas, que tienen los vegetales, de proteger 

los glucósidos mediante la unión de otro azúcar al residuo glucosídico y contrarrestar la 

ubicuidad de las glucosidasas (Kren 2001). Las “diglicosidasas”, pueden realizar la 

desglicosilación en una sola reacción: catalizan la ruptura de la unión aglicona – 

diglicósido, lo que resulta en la liberación de la aglicona y el disacárido correspondiente 

(Figura 1.2) (Günata et al., 1998). Este es un mecanismo menos frecuente y hasta el 

momento solo 3 actividades diglicosidasas de origen fúngico han sido descriptas 
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(Mazzaferro et al., 2010; Simcikova et al., 2014; Narikawa et al., 2000; Yamamoto et al., 

2002; Tsuruhami et al., 2006; Neher et al. 2015).  

 

 

Figura 1.2: Desglicosilación enzimática de rutina mediante diferentes glicosil-hidrolasas. 

 

Nuestro laboratorio ha descripto dos diglicosidasas. Una de ellas (EC 3.2.1.168), 

producida por el hongo Acremonium sp. DSM 24697 y la otra producida por la 

bacteria Actinoplanes missouriensis. Ambas enzimas escinden con alta especificidad el 

residuo disacarídico rutinosa (6-O-α-ramnopiranosil-β-D-glucopiranosa) a partir de 

hesperidina y otros 7-O-rutinosil flavonoides (Mazzaferro et al., 2010; Neher et al., 

2015).  

Las pocas diglicosidasas descriptas hasta el momento contrastan con el uso potencial de 

las mismas, por ejemplo, en la modulación de aromas de alimentos (Wang et al., 2001; 

Minig et al., 2011) y la modificación de compuestos bio-activos con aplicación en la 

industria farmacéutica (Katayama et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

Rutina 

Isoquercetina 

Quercetina 

β-rutinosidasa 
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El objetivo general de este trabajo es la búsqueda de nuevos catalizadores con 

actividad diglicosidasa en cepas del género Acremonium y especies relacionadas para 

la degradación de los flavonoides rutina, diosmina, y hesperidina. 

 

Objetivos específicos: 

 

a. Selección de una cepa con adecuada capacidad para hidrolizar flavonoides. 

b. Producción y cuantificación de las actividades glicósido- hidrolasas e 

identificación de los productos de reacción. 
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Mucha gente pequeña en lugares 
pequeños, haciendo cosas pequeñas, 

puede cambiar el mundo. 
 

E. Galeano. 
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2.1 Reactivos químicos 

Los reactivos 4-metilumbeliferil-α-L-ramnopiranósido (4-MURha), 4-metilumbeliferil- β-

D- glucopiranósido (4-MUGlc), rutina, quercetina y hesperidina se compraron en Sigma 

Chemical (St. Louis, MO, USA). El reactivo 4-metilumbeliferil-rutinósido se sintetizó 

como es descripto en Mazzaferro et al. (2012). El resto de los reactivos se obtuvo de 

fuentes estándar. 

 

2.2 Activación de cepas de Acremonium y Sarocladium 

Inóculo: Treinta y dos cepas del género Acremonium fueron cedidas por la Lic. Alejandra 

Hevia del Departamento de Micología, INEI ANLIS Dr. Carlos G. Malbrán, Buenos Aires. 

Las cepas fueron cultivadas en el siguiente medio de cultivo: 

- Medio LB (g/L): 10.0 peptona de leche, 5.0 extracto de levadura. Los cultivos se 

incubaron a 25 °C en agitación durante 4 a 7 días, dependiendo de la cepa.  

 

2.3 Crecimiento y producción desglicosilante de cepas de Acremonium y Sarocladium 

en medio específico 

Las cepas se cultivaron en un medio que contenía (g/L): 5.0 fuente de carbono (rutina, 

hesperidina o diosmina), 1.0 peptona de leche, 2.0 extracto de levadura, 50 mM buffer 

citrato de sodio pH 5 y 15 g/L agar. Los microorganismos se cultivaron durante 9 días a 

25 °C. 

  

2.4 Electroforesis 

Se realizaron electroforesis nativas PAGE (10% p/v bis/acrilamida) de acuerdo con 

Laemmli (1970). Las muestras enzimáticas se obtuvieron a partir de las distintas cepas 

de Acremonium y Sarocladium cultivadas con rutina como fuente de carbono en medio 

sólido. Se congelaron las fracciones de agar cercanas a la colonia, y luego se recuperó el 

sobrenadante por centrifugación (González et al., 1996). El análisis zimográfico se realizó 

utilizando como revelador el sustrato fluorogénico 4-metilumbeliferil- rutinósido (4-

MUR) (Mazzaferro et al., 2012). 
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2.5 Estimación de los parámetros de crecimiento y clarificación 

Se midió el crecimiento micelial durante 24 días a partir de imágenes digitalizadas de las 

colonias cultivadas en medio sólido con rutina como fuente de carbono, usando el 

software ImageJ (National Institutes of Health, USA). Las curvas se ajustaron a mediante 

el método de los mínimos cuadrados usando el software Excel®. La tasa de crecimiento 

radial (Kr) se calculó a partir de la pendiente de la curva de crecimiento en la fase lineal: 

                                     
dt

dr
K colonia

r
  

 

donde 
colonia

dr   es el cambio en el radio de la colonia (cm) y dt  es el tiempo (día). 

La tasa de clarificación (Kc) se calculó graficando el radio del halo de clarificación en 

función del tiempo y la curva se ajustó a una ecuación lineal: 

                                        
dt

dr
K

iónclarificac

c
  

 

Donde 
iónclarificac

dr  es el cambio en el radio del halo de clarificación. 

 

2.6 Crecimiento y producción desglicosilante de Sarocladium strictum  

DMic 093557en medio líquido 

El cultivo sumergido de Sarocladium strictum DMic 093557 se realizó en un medio que 

contenía (g/l): 5.0 fuente de carbono (rutina, hesperidina o diosmina), 1.0 peptona de 

leche, 2.0 extracto de levadura, y 50 mM buffer citrato de sodio pH 5. El microorganismo 

se cultivó durante 9 días a 25 °C y 20 rpm.  

 

2.7 Reacciones enzimáticas 

Se incubaron 450 μl de sustrato (0.11% p/v rutina en 50 mM buffer citrato de sodio pH 

5.0) con 50 μl de muestra enzimática.  Se usó el cultivo completo de Sarocladium 

strictum DMic 093557 como fuente de enzimas ecto- y extracelulares. La reacción se 

realizó a 50 °C durante 1 h. 
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2.8 Cuantificación espectrofotométrica de actividad desglicosilante de rutina 

El producto de la reacción enzimática quercetina se extrajo con 1 volumen de acetato 

de etilo y se centrifugó (2 min, 10000 rpm). Se tomaron 100 μl de la fase orgánica y se 

disolvieron en 2000 μl de 50 mM carbonato de sodio pH 10. Luego de 5 (± 2) min se 

midió la absorbancia a 323 nm, y se calculó la concentración a partir de la curva de 

calibrado de quercetina. Una unidad enzimática (U) se definió como la cantidad de 

enzima capaz de producir 1 μmol de producto por minuto. 

 

2.9 Cromatografía en capa delgada 

La identificación de los productos de las reacciones enzimáticas se realizó por 

cromatografía en capa delgada (Silicagel 60 W) usando acetato de etilo/2-

propanol/agua (3:2:2) como fase móvil y se revelaron con el reactivo de antrona 

(Sunderwirth et al., 1964).        
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Libres son quienes crean, no copian, y 
libres son quienes piensan, no obedecen. 

Enseñar, es enseñar a dudar.  
 

E. Galeano. 
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3.1 Selección de microorganismos de los géneros Acremonium y Sarocladium capaces 

de degradar flavonoides  

Se estudiaron 32 cepas referenciadas de los géneros Acremonium y Sarocladium 

provenientes del Instituto Malbrán (Tabla 1). Las cepas: Acremonium atrogriseum DMic 

031789, Acremonium potronii DMic 093598, Sarocladium kiliense DMic 01776 y 

Sarocladium kiliense DMic 124156, no pudieron ser reactivadas. Las demás fueron 

reactivadas en el medio de cultivo LB (Figura 3.1). 

 

 

  
 

    Glicerinado          LB (líquido)     LB (agarizado) 

Figura 3.1: Proceso de activación de Cepas de Acremonium en el medio de cultivo LB. 

 

Se estudió el crecimiento y clarificación del medio de cultivo utilizando como fuente de 

carbono los flavonoides rutina, hesperidina y diosmina. Del total de cepas reactivadas, 

22 fueron capaces de crecer en presencia de diosmina, 24 de hesperidina y 26 de rutina. 

Mientras que Acremonium sp. 147-1 y S.  kiliense DMic 062925 no crecieron en presencia 

de ninguno de los 3 flavonoides (Tabla 1). Cabe destacar el efecto inhibitorio del 

crecimiento de microorganismos descripto para diversos flavonoides (Tereschuk et al. 

1997). En este caso, diosmina fue el flavonoide más deletéreo para estos 

microorganismos (Tabla 1).  
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Tabla 1: Crecimiento de cepas de Acremonium y Sarocladium en presencia de 

flavonoides  

Microorganismo Diosmina Hesperidina Rutina 

Acreminum sp. DMic 85104 + + + 

Acremonium curvulum DMic 01770 + + + 

Acremonium atrogriseum DMic 093497 + + + 

Sarocladium strictum DMic 993190 + + + 

Sarocladium kiliense DMic 00226 + + + 

Sarocladium kiliense DMic 062925 - - - 

Sarocladium kiliense DMic 062926 - - + 

Sarocladium strictum DMic 073153 + + + 

Sarocladium kiliense DMic 093549 - + + 

Sarocladium strictum DMic 093557 + + + 

Sarocladium kiliense DMic 103735 + + + 

Sarocladium kiliense DMic 103850 + + + 

Sarocladium strictum DMic 114098 + + + 

Sarocladium strictum DMic 114110 + + + 

Sarocladium kiliense DMic 134632 + + + 

Acremonium sp. 85-2 + + + 

Acremonium sp. 147-1 - - - 

Sarocladium kiliense 657-1 + + + 
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Acremonium sp. 693-2 + + + 

Acremonium sp. 780-1 + + + 

Sarocladium kiliense 799-5 + + + 

Acremonium hyalinulum 862-4 + + + 

Acremonium sp. 900-3 + + + 

Sarocladium kiliense 937-11 - - + 

Sarocladium kiliense 937-14 + + + 

Acremonium sp. 959-1 + + + 

Acremonium sp. 962-2 - + + 

Acremonium sp. 1237-1 + + + 

(+) crecimiento, (-) ausencia de crecimiento    

          

Los flavonoides, debido a su baja solubilidad en agua, generan un medio opaco que 

permite observar a simple vista su degradación en medio sólido por la producción de 

halos de clarificación (Figura 3.2). La clarificación del medio de cultivo, si bien indica que 

los microorganismos son capaces de producir enzimas adecuadas para degradar los 

flavonoides, no necesariamente indica la estrategia de desglicosilación de los mismos. 

Nuestro grupo, previamente, describió la degradación de hesperidina en un hongo de 

este mismo género, sin embargo, en este trabajo ninguna de las cepas estudiadas 

clarificó los medios con hesperidina y diosmina (Mazzaferro et al. 2010). La degradación 

de rutina se detectó en 21 de las cepas estudiadas (Tabla 2). 

 

 

Hesperidina Rutina Diosmina 
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Figura 3.2: Acremonium sp. 1237-1 en agar con hesperidina, rutina y diosmina como 

fuente de carbono. Alrededor de la colonia en medio con rutina se observa el halo de 

clarificación. 

 

 

Tabla 2. Cepas de Acremonium y Sarocladium usadas en la búsqueda de diglicosidasas 

activas sobre el flavonoide rutina 

 

Microorganismo 

 

Halo de clarificación 

 

Acremonium sp. DMic 85104 + 

Acremonium curvulum DMic 01770 + 

Acremonium atrogriseum DMic 093497 + 

Sarocladium strictum DMic 993190 + 

Sarocladium kiliense DMic 00226 + 

Sarocladium kiliense DMic 062925 - 

Sarocladium kiliense DMic 062926 - 

Sarocladium strictum DMic 073153 + 

Sarocladium kiliense DMic 093549 - 

Sarocladium strictum DMic 093557 + 

Sarocladium kiliense DMic 103735 + 

Sarocladium kiliense DMic 103850 + 

Sarocladium strictum DMic 114098 + 
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3.2 Producción de glicósido hidrolasas con rutina como fuente de carbono 

Con el objetivo de inducir las actividades glicósido hidrolasas, se cultivaron las 21 cepas 

de Acremonium y Sarocladium (Tabla 2) en medio sólido con rutina como fuente de 

carbono. Durante el crecimiento se observó un halo de clarificación de coloración rojiza 

alrededor de las colonias. Este sector de la placa se utilizó como fuente de actividad 

enzimática para realizar el análisis zimográfico usando el sustrato MU-β-rutinósido. 

Siete cepas (Acremonium sp. 959-1, Acremonium sp. 1237-1, Acremonium sp. 900-3, 

Sarocladium strictum DMic 093557, Sarocladium strictum DMic 993190, Sarocladium 

strictum DMic 114098, Sarocladium kiliense DMic 00226) mostraron una banda de 

actividad con el sustrato fluorogénico. Los diferentes valores de Rf obtenidos 0.39, 0.32, 

0.31, 0.27, 0.20, 0.17, 0.19, sugirieron la presencia de al menos 3 proteínas diferentes 

(Figura 3.3). Estas bandas muestran la presencia de actividad diglicosidasa, es decir de 

enzimas capaces de escindir residuos diglicosídicos en una sola reacción. Las cepas 

restantes degradaron rutina, pero no se detectó una banda de actividad con el sustrato 

Sarocladium strictum DMic 114110 + 

Sarocladium kiliense DMic 134632 + 

Acremonium sp. 85-2 - 

Acremonium sp. 147-1 - 

Sarocladium kiliense 657-1 + 

Acremonium sp. 693-2 - 

Acremonium sp. 780-1 + 

Sarocladium kiliense 799-5 + 

Acremonium hyalinulum 862-4 + 

Acremonium sp.  900-3 + 

Sarocladium kiliense 937-11 + 

Sarocladium kiliense 937-14 - 

Acremonium sp. 959-1 + 

Acremonium sp. 962-2 + 

Acremonium sp. 1237-1 + 

(-) colonias sin halo de clarificación, (+) colonias con halo de   clarificación 
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diglicoconjugado MU-β-rutinósido. Este hecho sugiere que estos microorganismos 

probablemente utilizan dos monoglicosidasas (α-ramnosidasa y β-glucosidasa) como 

estrategia para la desglicosilación de rutina. En el caso de la cepa Acremonium sp. DMic 

85104 la clarificación solo se produjo debajo de la colonia por lo que no se logró la 

cantidad suficiente de muestra para poder realizar el ensayo. 

a)                                                                           b)                                     

 

Figura 3.3: Análisis zimográficos de los 
extractos enzimáticos de 20 cepas de los 
géneros Acremonium y Sarocladium 

usando MU-β-rutinósido. a) Calle 2: Acremonium sp. 780-1; Calle 3: Acremonium sp. 
959-1; Calle 4: Acremonium sp. 962-2; Calle 5: A. hyalinulum 862-4; Calle 6: Acremonium 
sp. 1237-1; Calle 7: A. curvulum DMic 01770; Calle 8: Acremonium sp. 900-3; Calle 9: 
Control positivo: 6-O-α-L-ramnosil-β-D-glucosidasa (EC 3.2.1.168) de Acremonium sp. 
DSM24697. b) Calle 3: Control positivo: 6-O-α-L-ramnosil-β-D-glucosidasa (EC 3.2.1.168) 
de Acremonium sp. DSM24697; Calle 4: S. strictum DMic 093557; Calle 5: A. atrogriseum 
DMic 093497; Calle 6: S. strictum DMic 993190; Calle 7: S. strictum DMic 114098; Calle 
8: S. strictum DMic 114110; Calle 9: S. kiliense DMic 00226. 

 

3.3 Características culturales de distintas cepas de Acremonium y Sarocladium en 

medio sólido utilizando rutina como fuente de carbono 

De las siete cepas capaces de hidrolizar el sustrato fluorogénico MU-β-rutinósido, cuatro 

se seleccionaron para estudiar los parámetros de crecimiento en un cultivo con rutina 

como fuente de carbono: Acremonium sp. 1237-1, Acremonium sp. 959-1, Acremonium 

sp.  900-3 y S. strictum DMic 093557. Se utilizaron los mayores valores de Rf como 

criterio de selección. 

Los parámetros de crecimiento se estimaron a partir del gráfico del radio de la colonia 

en función del tiempo (Figura 3.4). Al cabo de 24 días, Acremonium sp. 1237-1 mostró 
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la tasa de crecimiento radial más alta (Tabla 3). Las tasas de crecimiento de Acremonium 

sp. 9591 y S. strictum DMic 093557 fueron similares a la obtenida previamente por 

Acremonium sp. DMS 24697 (0.70±0.04 mm/día) (Weiz et. al, 2012). La detección del 

halo de clarificación alrededor de la colonia se dio de manera más temprana (día 6) en 

las cepas con mayor Kr (Acremonium sp. 1237-1, Acremonium sp. 900-3); mientras que, 

en las cepas de crecimiento más lento, el halo de clarificación se detectó a los 14 días 

(Acremonium sp. 959-1 y S. strictum DMic 093557). Es interesante destacar que el 

crecimiento de la cepa S. strictum DMic 093557 fue lento y se detuvo a partir del día 20, 

mientras que el halo de hidrólisis continuó su desarrollo, presentando la mayor tasa de 

clarificación (Tabla 3). En el resto de las cepas, el crecimiento de las colonias y el 

desarrollo de los halos de clarificación ocurrieron de manera conjunta.  

 

Tabla 3:  Tasas de crecimiento y clarificación de las cepas Acremonium sp. 1237-1, 

Acremonium sp. 959-1, Acremonium sp.  900-3 y Sarocladium strictum DMic 093557 

 

Cepa Kr (mm/día) Kc (mm/día) 

Acremonium sp.1237-1  1.32 1.04 

Acremonium sp. 900-3 1.31 0.71 

Acremonium sp. 959-1 0.72 0,67 

Sarocladium strictum 093557 0.85 2.01 

 

 a)     
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b) 

 

 

 

 

 

 

c) 

 

 

 

 

 

 

d) 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4: curvas de crecimiento ( ) y clarificación ( ) de las cepas a) Acremonium sp. 

1237-1, b) Acremonium sp. 900-3, c) Acremonium sp. 959-1 y d) S. strictum DMic 093557. 

Varias glicosil-hidrolasas fúngicas fueron inducidas utilizando rutina como fuente de 

carbono. Podemos citar: las β-glucosidasas producidas por Penicillum decumbens, 
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Aspergillus oryzae y Aspergillus tubingensis (Mamma et al. 2004; Riou et al. 1998; Decker 

et al. 2001); la α-ramnosidasa de Aspergillus terreus (Weignerová et al. 2012) y las β-

rutinosidasas de Penicillum rugulosum y Acremomium sp. DMS 24697 (Narikawa et al. 

2000; Weiz et al. 2012). Es decir, la literatura científica nos indica que, dentro de géneros 

relacionados e incluso dentro de un mismo género, ambas estrategias de 

desglicosilación de flavonoides pueden encontrarse. En el caso particular de los géneros 

Acremonium y Sarocladium podemos sugerir que ambas estrategias están presentes. Si 

bien el número de microorganismos estudiados no es no es muy numeroso, puede 

estimarse que dentro de estos géneros el mecanismo de en una sola reacción 

(diglicosidasas) se encuentra en menor proporción (   ̴25%). 

 

3.4 Selección de cepa de Acremonium productora de diglicosidasas 

La cepa de Acremonium sp. 959-1, aunque presentó la banda con actividad de mayor Rf, 

no se desarrolló en medio líquido utilizando rutina como única fuente de carbono. Por 

esta razón, se seleccionó la cepa de S. strictum DMic 093557, que además de poseer una 

banda de similar Rf a la anterior, sumó la disponibilidad de la descripción de su genoma 

completo en la red. La información genómica es imprescindible para clonar al catalizador 

(Figura 3.3). 

Se realizaron cultivos sumergidos de S. strictum 093557 con rutina como fuente de 

carbono. Las condiciones de pH y temperatura se fijaron a pH 5 y 25 °C. Se tuvo en 

cuenta que tanto rutina como quercetina son estables bajo estas condiciones (Weiz et 

al. 2016). Se utilizó el caldo de cultivo como fuente enzimática para cuantificar la 

actividad desglicosilante frente al sustrato rutina. Durante los primeros 7 días no se 

detectó actividad hidrolítica en el sobrenadante, la producción comenzó a detectarse 

luego de 8 días de crecimiento alcanzando una actividad de 8.6 ± 0.8 U/L en el noveno 

día (Figura 3.5). 
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Figura 3.5: Producción enzimática de S. strictum DMic 093557 

 

3.5 Identificación de los productos de reacción 

Los productos obtenidos en la hidrólisis enzimática de rutina, se analizaron por 

cromatografía en capa delgada. Se encontraron tres productos, los cuales se 

corresponden con los patrones del sustrato de la reacción rutina (Rf= 0.76), el disacárido 

rutinosa (Rf= 0.16) y la aglicona quercetina (Rf= 0.92) (Figura 3. 6). Estos resultados 

confirman que S. strictum DMic 093557 desglicosila el flavonoide rutina a través de una 

enzima que hidroliza el enlace heterosídico, es decir, con una diglicosidasa. 
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Figura 3.6: TLC de los productos de hidrólisis enzimática de rutina. B: control de reacción 
(sin enzima), H: reacción de hidrólisis, Estándares: R, rutina; Q: quercetina; A: rutinosa. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

+ H2O  

 

+ 

 

                          Rutina            Rutinosa          Quercetina 

 
Figura 3.7: Esquema de hidrólisis enzimática de rutina en el enlace heterosídico.  
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Ojalá podamos ser tan porfiados para 
seguir creyendo, contra toda evidencia, 
que la condición humana vale la pena, 
porque hemos sido mal hechos, pero no 

estamos terminados. 
 

E. Galeano. 
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Se realizó una búsqueda de catalizadores con actividad hidrolítica sobre los flavonoides 

diosmina, hesperidina y rutina, en 32 cepas de los géneros Acremonium y Sarocladium. 

 

 Veintiuna cepas fueron capaces de hidrolizar el flavonoide 3-O-rutinosilado 

(rutina), mientras que ninguna fue capaz de degradar los flavonoides 7-O-

rutinosilados (diosmina, hesperidina). 

  

 De las 21 cepas capaces de degradar rutina, el 33% (7 cepas) presentaron 

actividad diglicosidasa. 

 

 La cepa S. strictum DMic 093557 se seleccionó como productora de enzimas 

hidrolíticas de flavonoides. 

 

 La especificidad de los catalizadores por la aglicona y el lugar donde esta está 

glicosilada juegan un papel importante, dado que el disacárido rutinosa fue 

liberado desde rutina pero no desde hesperidina y diosmina.  

 

 La producción de quercetina a partir de la desglicosilación enzimática de rutina 

presenta interés biotecnológico debido a que esta última presenta mayor 

actividad antioxidante que el flavonoide glicosilado, exhibiendo propiedades 

antialergénicas, antiproliferativa y antibacteriana. En 1999 la Agencia 

Internacional para Investigación en Cáncer (IARC) concluyó que Quercetina es un 

potencial agente anticancerígeno. En Europa y Estados Unidos, quercetina se 

comercializa como suplemento dietario. 

 

 Estos resultados sugieren que dentro de los géneros Acremonium y Sarocladium 

existe una tasa baja de enzimas que reconocen el enlace heterosídico en un 

modo endo, respecto al sistema de liberación secuencial de los monosacáridos 

en 2 reacciones. 
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para cambiar lo que somos. 
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