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Resumen

En este estudio se comparé la produccidén de la enzima invertasa (sacarasa o R
fructo-furanosidasa EC3.2.1.26) por una cepa silvestre de Aspergillus niger C28B25
usando medio liquido y sdlido. Se utilizé espuma de poliuretano como soporte inerte
para fermentacion sélida y se propone como un sistema modelo para el estudio de
las diferencias entre fermentacion sdélida y liquida. El objetivo principal fue la
evaluacion del efecto de la adicion de cantidades crecientes de sacarosa que
actuase, simultdneamente como inductor de ésta enzima y Gnica fuente de carbono.
Se midieron los siguientes parametros fisioldgicos: la velocidad especifica de
crecimiento del organismo (u), el nivel maximo de la biomasa (Xmax), €l rendimiento
de biomasa por gramo de substrato consumido (Yxss), el rendimiento enzimatico por
gramo de biomasa producida (Ygx) Yy la productividad de la enzima enzimatica (P).
Con la comparacion de estos indices se pretende demostrar si la mayor
productividad enzimatica del medio sélido se debe la mayor produccién de biomasa o
a una mayor produccién enzimatica por gramc de biomasa y si esto se puede
relacionar con la forma de crecimiento del micelio dentro de cada medio de
fermentacion.

Los resultados obtenidos indicaron que, en fermentacion soélida, la biomasa
producida fue mayor que en fermentacion liquida, aunque el consumo de substrato
fue muy similar en ambos medios. Esto fue més notable cuando se usaron altos
niveles de sacarosa (So > 50 g/L). Es decir, los valores de Yxs, como funcién de S,

fueron mayores para la fermentacién sélida que para la liquida con todos los niveles
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de sacarosa. Ademas, las tendencias de la p fueron diferentes entre los dos tipos de
fermentacién (mayor para el medio sélido). Los niveles maximos de la invertasa
fueron mucho mayores en fermentacion sélida que los obtenidos por fermentacion
liquida, con sacarosa inicial mayor a 25 g/l. La productividad de la enzima paso de
ser casi igual con 6.25 g/l de sacarosa inicial para ambos tipos de cultivo, a ser 5
veces mayor en fermentacion sélida, cuando se afiadieron 100 g/l de sacarosa inicial.
El rendimiento de la enzima por gramo de biomasa (Ygx) fue mayor en medio sdlido
que en medio liquido. Todas estas diferencias fisiolégicas se acentuaron cuando los
niveles de sacarosa fueron altos.

Al estudiarse la composicidon de azucares del caldo de cultivo con 100 g/l de
sacarosa inicial, se encontré que en el medio liquido se acumulaban mas la glucosa
y la fructosa, que en el medio sélido. Esto indica una velocidad de hidrolisis mayor a
la capacidad de produccién de biomasa en el medio liquido durante las primeras
horas del cultivo.

Por otra parte, se midieron los niveles de actividad de proteasa para comparar el
efecto del sistema de cultivo sobre la estabilidad de la invertasa, la actividad
proteolitica fue 6.5 veces menor en la fermentacion sélida que en la fermentacion
liquida.

Los cultivos de Aspergillus niger en medio liquido produjeron agregados esféricos o
‘pelotitas” (“pellets”) que son la forma macroscoépica caracteristica en este medio.
Pero en medio sdlido, este organismo crecid en forma de un micelio disperso
adherido en parte a las trabéculas del polimero y en parte en forma de micelio aéreo
en contacto directo con la fase gaseosa. La observacion microscépica de poliuretano
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mezclado con el medio liquido mostré que ésta formaba meniscos con un espesor

cercano a 60 ym y que esta medida corresponde a la dispersion de 25 ml de agua en

un gramo de poliuretano, en una superficie de aproximadamente 4,000 cm?. Es decir

que el cociente de la superficie sobre el volumen fue de AV =160 cm?cm®. En

cambio, la medicién del area de contacto del medio en matraces Erlenmeyer de 125

mil con 25 ml de medio indico una relacién A/V = 1.0 cm?cm?®. Es decir, la superficie

de transferencia de gases en el medio sélido fue dos drdenes de magnitud mayor

que en el medio liquido.

De acuerdo con estos resultados, es posible apoyar las siguientes conclusiones:

1.

Aspergillus niger crece mas rapidamente, con una mayor biomasa maxima y con
un mayor rendimiento de biomasa por gramo de substrato consumido en
fermentacién solida que en fermentacién liquida.

La produccién de invertasa esta al menos parcialmente asociada a la produccion
de biomasa en ambos tipos de cultivo. Por lo tanto, la mayor productividad de los
cultivos de fermentacion sélida se debe, a la mayor y mas rapida produccién de
biomasa en este tipo de fermentacion.

Los cultivos de fermentacién sélida en poliuretano, presentan crecimienfo en
forma de micelio disperso con un gran espacio aéreo y una superficie de
intercambio gaseoso 160 veces mayor que en liquido. los cultivos de
fermentacién liquida presentan pellets con centros muy densos. De manera que
las condiciones de cultivo y el tipo de crecimiento favorecen la transferencia de

oxigeno al interior de la biomasa en fermentacién sélida y la dificultan en

fermentacion liquida.




4. ABSTRACT:

The purpose of the present study was to compare the productivity of a fungal
enzyme, invertase (sucrase o B fructo-furanosidase EC3.2.1.26) of Aspergillus niger
grown in solid state fermentation (SSF) and submerged fermentation (SmF).
Poliurethane foam was used as inert support in SSF experiments.

One of the objectives was to evaluate the effect of increasing initial sucrose
concentrations as invertase inducer and sole carbon source. The following
physiological parameters were evaluated: specific growth rate (1), maximal biomass
(Xmax), biomass vyields per substrate gram (YX/S), enzyme yields per gram biomass
(Yex) and culture productivity (P) from solid and submerged fermentations. A
comparison of the above parameters was done to evaluate whether the higher
productivity of SSF cultures is related to one or several of the growth and production
parameters.

The obtained results shown that in solid fermentation, biomass production was much
higher than in liquid fermentation even when substrate consumption was comparable
in both fermentation systems. This result was much more notable for higher substrate
concentrations (higher than 50 g/l). Biomass yields were much higher in solid than in
liquid state fermentation with a decreasing tendency as the substrate concentration
was increased. Specific speed growth (u) was higher to solid than in liquid
fermentation at all sucrose concentrations tested. Invertase titers were higher in SSF
than in SmF as well. At low sucrose concentrations (between 6.25 to 25 g/l) invertase

productivity was comparable in both fermentation systems. However, at high initial
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sucrose concentration (100 g/l) invertase productivity was 5 times higher in SSF than
in SmF. Enzyme yield per gram of biomass (Ygx) was much higher in SSF than in
SmF.

When sugar composition of the culture broth was analyzed, glucose and fructose
were found to accumulate at higher concentrations in SmF than in SSF cuitures. This
can be related to slower growth in SmF cultures. Extracellular protease levels were
measured in order to assert its effect on the stability of invertase activity in the
cultures. Proteolytic activity was 6.5 times lower in SSF than in SmF. However these
differences could not directly related to differences in invertase stability in the
cultures.

In liquid cultures, Aspergillus niger grew In the form of pellets. In SSF Aspergillus
niger grew as disperse mycelia adhering in part to the polyurethane foam and
growing in part as aireal mycelia. Microscopic observation of liquid media within
polyurethane cubes showed a liquid layer with thickness of 60 um within the holes of
polyurethane cubes. Knowing that the amount of liquid added per gram of
polyurethane was 25 ml, a surface area of 4000 cm? could be calculated. This means
that in SSF the surface volume relation was 160 cm®cm®, meanwhile in SmF this
relation was 1.0 cm?/cm?®. This represents a surface interchange 300 times bigger for
SSF than for SmF cultures.

According to these results, the following conclusions were supported:

1. Aspergillus niger grows faster, with higher biomass maximal and higher biomass

yields in SSF than SmF.
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2. Invertase production is at least partially associated to biomass production in both
culture systems. Therefore the higher enzyme productivity of SSF s related to the
higher and faster biomass production.

3. SSF cultures on PUF grows as dispersed mycelia with a big air space and a gas
interchange space 160 times bigger in SSF than in SmF, meanwhile SmF cultures
grows as pellets with a very dense center. Therefore culture conditions and growth

type uphold and difficult oxygen transfer in SSF and SmF respectively.
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Introduccion

El mercado de enzimas utilizadas en procesos industriales representa airededor de
mil millones de dolares anuales y ios hongos filamentosos contribuyen con el 40%
del total, se trata de un mercado en expansién, sobre todo por el desarrolio de
nuevos procesos que utilizan enzimas conocidas y por la aplicacidén de enzimas
nuevas en procesos conocidos (Archer y Peberdy, 1997).

La mayoria de las enzimas utilizadas en procesos industriales se producen por
fermentacion liquida (FL), pero en los ultimos afios se han desarroliando sistemas
alternativos para la produccién de enzimas por hongos filamentosos, como la
fermentacion solida (FS). Este sistema de cultivo es mas productivo que la FL, e
imparte caracteristicas interesantes al cultivo y a las enzimas producidas (Pandey y
col, 1999).

En este trabajo se trata de aclarar a qué se debe que los cultivos de hongos
Deuteromicetos (mohos) por FS tengan, usualmente, mayor productividad para la

sintesis de enzimas excretadas al medio que los cultivos de FL

Hongos filamentosos

Los hongos son organismos eucariontes, que se caracterizan por ser inmoviles,
presentar talos, que pueden ser estructuras ramificadas llamadas micelios o cuerpos
mas compactos denominados basidiocarpos, en lugar de tejidos. Los hongos no
realizan la fotosintesis pues son heterétrofos que viven a partir de la materia organica

producida por otros organismos. Pueden reproducirse por esporas 0 por medio de la




ramificacion de estructuras tubulares y arborescentes llamadas hifas. Una hifa es una
estructura cilindrica que consta de una pared celular que recubre a una membrana
en cuyo interior pueden existir uno o varios nucleos. Ademas, pueden tener septos
que son paredes internas que cortan la continuidad del citoplasma dentro de ia hifa y
en algunos casos estos septos pueden presentar poros que permiten el paso del
citoplasma, incluyendo a sus organelos, estableciendo asi, la continuidad
citoplasmica dentro de la hifa. Las hifas crecen por extension apical o de las puntas y
se multiplican por ramificacion. En los extremos de estas células es donde se lleva a
cabo la asimilacion de nutrientes del medio y la excrecidén de las hidrolasas que son
enzimas extracelulares necesarias para la degradacion de una gran variedad de
substratos complejos (Herrera y Ulloa, 1990).

Los hongos filamentosos son cominmente conocidos como el crecimiento que
aparece frecuentemente sobre las frutas y los alimentos donde se les da el nombre
de moho EI término moho es un nombre comin que carece de significacién
taxonomica y se aplica a una variedad de hongos que crecen como organismos
semi-microscopicos, cuyo micelio tiende a formar una red suelta en lugar de un tejido
denso. Es en esto en que los mohos u hongos filamentosos se distinguen de los
grandes hongos carnosos, como las setas comestibles o los champifiones. Los
mohos pueden pertenecer a cualquier clase de hongo, pero la mayoria de las
especies son Ficomicetos u hongos imperfectos (Deuteromicetos). Los mohos mas
comunes pertenecen a las especies de Aspergillus o Penicillium.

Los hongos filamentosos se reproducen por esporas o conidias y se distinguen por
las caracteristicas de los tallos que soportan las esporas y los conidioforos. En los
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Aspergilli el conididforo se eleva a partir de una célula del micelio vegetativo, llamada
célula pie, que tiene una pared mas gruesa que fa del micelio vegetativo, y cuando
las esporas se esparcen comunmente se mantiene vacio, es decir no contiene
protoplasma. El tallo del conidiéforo no esta septado y termina en una parte hinchada
llamada la vesicula. A partir de esta expansion las conidias se forman en cadenas de
esporas cuyo segmento inicial se denomina sterigmata. En ocasiones la sterigmata
estd ramificada y las esporas que se alzan a partir de las ramificaciones se
denominan sterigmata secundarias. Las esporas maduras se dispersan en el
ambiente y en condiciones adecuadas dan origen a otra colonia de hongos (Herrera
y Ulloa, 1990).

Taxonomicamente los hongos estan agrupados en el reino Fungi, la clasificacion
dentro del reino es complicada y se basa principalmente en el tipo de estructuras
reproductoras que se forman tanto en los ciclos sexuales como asexuales. En forma
mas precisa: la presencia de ciclo sexual, el tipo de estructuras reproductoras, el
numero de grupos de complementacion y la presencia o ausencia de septos, son los
principales caracteres para clasificar a los hongos en tres grandes grupos, a saber:
Myxomycota (hongos mucilaginosos), Eumycota (hongos verdaderos) y Lichens
(hongos simbiontes). El grupo Eumycota se divide a su vez en cuatro grupos que son
Ascomicetos, Basidiomicetos, Ficomicetos y Deuteromicetos (Herrera y Ulloa, 1990).

Los Deuteromicetos y los Ascomicetos son hongos filamentosos, de los cuales el
género mas abundante es Aspergillus. En su mayoria no forman cuerpos
fructificantes o basidiocarpos, sino que crecen exclusivamente en forma de micelios.

Han sido considerados por largo tiempo organismos ideales para el estudio de las

-
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caracteristicas fisioldgicas y genéticas de los eucariontes debido a su faci
manipulacion en laboratorio, su capacidad para crecer en medios quimicamente
definidos de bajo costo y a su rapidez de crecimiento que permite obtener vanas
gelneraciones en poco tiempo. Ademas de que, tradicionalmente, se han utiizado a
algunos de estos microorganismos para fermentar alimentos y como productores de

antibidticos y enzimas hidroliticas (Wessels, 1999).

Aspergillus niger

Las especies de Aspergillus estan distribuidas a escala mundial. Se encuentran en el
suelo y entre la materia vegetal, siendo Aspergillus niger la especie mas comun. Este
organismo es el cbntaminante mas frecuente en los laboratorios de microbiologia. Es
un hongo filamentoso perteneciente al grupo de {os Deuteromicetos, familia
Eurotium, y se caracteriza por presentar. hifas septadas, esporas asexuales llamadas
conidiosporas, las cuales se encuentran en una estructura llamada conidiéforo que al
llegar a la madurez adquiere la forma de un hisopo, aspersor o regadera, Ié cuai
origina el nombre del género. Este organismo no presenta ciclo sexual, por o que se
le incluye entre los llamados hongos imperfectos junto con otros Aspergilli y algunas
especies de los géneros Mucor y Penicillium. La forma vegetativa o micelio de A
niger es de color blanco o amarillento, al llegar a la madurez se producen estructuras
reproductoras llamadas conidiéforos que dan origen, en el tipo silvestre, a esporas
negras, o que da el nombre de la especie. Cuando a algun representante de este
grupo se le observa ciclo sexual se le traslada al grupo Ascomiceto y el nombre se

cambia de Aspergillus a Emericela. Tal es el caso de Aspergillus nidulans que




presenta ciclo sexual por lo que seria mas adecuado llamarle Emericela nidulans. Sin
embargo. ia mayoria de las personas lo conocen y citan con su primer nombre por 1o
cual se ha conservado (Herrera y Ulloa, 1990).

La clasificacion del genero Aspergillus es complicada principalmente porque los
requisitos que debe cumplir un hongo para ser considerado como un Aspergillus
niger son vagos presentar esporas de color negro, no tener ciclo sexual conocido y
no pertenecer a otro género Este sistema de clasificacion deja muchos organismos
parecidos dentro de la misma especie, sin que obligatoriamente lo sean.
Ultimamente, se ha desarrollado una nueva serie de sistemas de clasificacion
molecular por medio de analisis de fragmentos de restriccidn o expresion de genes
especificos. La clasificacion de Aspergillus niger, es por lo tanto propia de un
complejo taxonomico mas que de una especie, por ejemplo: de acuerdo con los
ultimos hallazgos se debe utilizar el nombre Aspergillus niger variedad awamori en
lugar de identificar a la especie Aspergillus awamori (Kuster-van Someren y col,,
1990).

Se denomina aspergillosis a una serie de enfermedades causadas por Aspergillus
niger, A. flavus y A fumigatus y que resultan en reacciones de tipo alérgico o, para el
caso de personas con deficiencias inmunitarias, verdaderas infecciones, pues

generalmente el sistema inmunitario puede combatir la invasion por Aspergilli.




Regulacion de la sintesis de enzimas por hongos

Los hongos filamentosos como A. niger son organismos saproéfitos, por lo que
secretan una gran variedad de enzimas que les permiten la asimilaciéon de polimeros
complejos de tejidos animales y vegetales, que utilizan como fuentes de carbono y
nitrdgeno. Sin embargo no seria eficiente para un hongo sintetizar continuamente
todas las enzimas hidroliticas de que es capaz. En cambio los hongos filamentosos
sintetizan y secretan en grandes cantidades sélo las enzimas hidroliticas necesarias
para degradar el medio en el cual se desarrollan, a esta caracteristica se le llama
control de la expresion genética (MacKenzie y col., 1993; Ruijter y Visser, 1997;
Ronne, 1995).

El esquema actual de la regulacion de la sintesis de proteinas en hongos, esta

basado en tres elementos genéticos basicos:

a) Gen regulador. Gen que puede localizarse antes o después del gen estructural,
asi como en alguna otra region de DNA, y codifica para un producto que reguia la
transcripcion del gen estructural.

b) Promotor. Es un sitio de fijacién de represores o activadores, es donde inicia la
lectura del gen estructural. Esta formado por varias secuencias como son la caja
TATA, CAT, CG, las cuales son responsables de los niveles basales de transcripcion
de los genes. La union del represor al operador evita la transcripcion de los genes

estructurales, mientras que la unién de un activador aumenta la transcripcion del gen

estructural.




c) Gen estructural Es la region de DNA que codifica para una macromolécula (tRNA,

mRNA o proteina) y que puede tener una funcién estructural o catalitica.

REGULACION NEGATIVA: En condiciones normales,. la unién continua del represor
con el promotor impide la transcripcion del gen estructural, cuando el inductor se
halla presente se une al represor, impidiéndole que se una al promotor, lo que
permite la transcnpcién de los genes estructurales. Solo algunos genes de

Aspergillus se han reportado con este sistema de regulacion (Mackenzie y col. 1993).

REGULACION POSITIVA: Se han localizado varias proteinas que se unen a los
promotores en presencia del inductor aumentando los niveles de transcripcion del
gen estructural. Estas proteinas se denominan factores de transcripcion. Varias
hipdtesis se han formulado para explicar la regulacion de estas proteinas: En la
primera se propone que la presencia del inductor modifica estructuralmente a las
proteinas habilitandolas para unirse a la region del promotor, la segunda hipétesis
propone que la presencia de glucosa promueve la fosforilacion de los factores de
transcnpcion permitiendo la unidon de estas proteinas a las regiones promotoras
aumentando la transcripcidon del gen estructural. También se han localizado
promotores sensibles a nitrégeno, azufre y fosforo, incluso el gen pacc de A. nidulans
el cual modifica la expresion genética positiva o negativamente dependiendo del pH
extracelular (Mackenzie y col.,1993; Ronne, 19995).

En el caso de los hongos filamentosos la regulacion de la sintesis proteica se realiza

a diferentes niveles (MacKenzie y col., 1993; Ronne, 1995).




a) Secuencias promotoras en la regién reguladora de cada uno de los genes. Este
tipo de regulacion de la expresion genética en los hongos filamentosos se realiza por
la actuacion de varias secuencias nucleotidicas, anteriores al gen estructural, que
regulan la transcripcion del gen al que pertenecen. Se piensa que estas secuencias
son responsables de los niveles basales de la expresién enzimatica.

b) Secuencias de DNA responsables del control genético por induccion. A estas
secuencias es donde se unen las proteinas represoras o activadoras, las cuales
actian como regutadores de la respuesta de induccion y represion.

c) Retroalimentacion de una ruta metabolica especifica. Dentro de la regulacién por
retroalimentaciéon se ha identificado una serie de proteinas activadoras que se unen
al DNA en regiones de control. Ademas, se han ido encontrando un nimero creciente
de represores. Estos activadores o represores actuan no sélo sobre un gen, sino
sobre un grupo de genes involucrados en una ruta metabdlica, como es el caso del
gen alc de A. nidulans que promueve la expresion de los genes inducibles alcA, alcR,
aldA involucrados en el metabolismo del etanol (Kulmburg y col.,, 1992; Ruijter y
Visser, 1997).

d) Regulacion global que depende de los niveles de carbono, nitrégeno, fésforo y
oxigeno. La expresidon de muchos genes esta regulada ademas por controles
globales, que son mediados por un numero relativamente pequefio de proteinas
reguladoras, de modo que los niveles de carbono, nitrégeno, fésforo, oxigeno o
azufre, detienen o aumentan la expresion de algunas enzimas o de vias metabdlicas

completas. Se ha encontrado que las proteinas responsables de la regulacion




enzimatica son frecuentemente similares entre grupos afines (Mackenzie y col .
1993; Ruijter y Visser, 1997).

Es de especial interés la regulacion catabdlica por carbono en la cual la expresién de
un determinado grupo enzimatico no sélo esta dictado por la presencia del inductor,
sino principalmente por la ausencia de glucosa o de algun otro azucar de asimilacion
sencilla en cantidades apreciables. En A. nidulans se han localizado 3 genes
involucrados en la represion catabdlica por carbono llamados: creA. creB y creC E!
gene creA es un inhibidor que actua uniéndose al DNA en multiples zonas capaces
de aceptarlo. Este gene se ha identificado en A. nidulans. Neurospora crassa y
Trichoderma viridae. La deleciéon o mutacién de los sitios de unién a creA en ei DNA
impide la represién por glucosa del gen en cuestidn, sin afectar la regulacion de los
demas, pero la mutacidn del gen creA produce mutantes catabolicamente
desreprimidas para la sintesis de una amplia variedad de enzimas (Mackenzie y col.,
1993).

La evidencia acumulada sugiere que los sitios de regulacion por unidon de proteinas
disponibles pueden sobreponerse o ser adyacentes unos a otros indicando una
competencia por unidn al DNA, de tal modo que la expresidn de una proteina
especifica seria el resultado de la suma de efectos causados por esta competencia
(Mackenzie y col., 1993). Otra regulacidon se localiza a nivel postranscripcional en el
lumen del reticulo endoplasmico; donde se modifican las proteinas a secretarse
principalmente por el proceso de glucosilacién. De este modo la regulacidon de la
expresion enzimatica en hongos filamentosos queda ordenada de la siguiente

manera:
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Las enzimas se mantienen expresandose, de manera constitutiva en cantidades
basales muy pequenas; debido a la presencia de secuencias promotoras en las
inmediaciones del gen estructural. Ademas, en presencia del inductor, el represor se
une a éste y libera el sitio de unidon del gen regulador, pero en la presencia de
concentraciones altas de glucosa los sitios de unién a proteina son ocupados por
inhibidores de tipo creA. Al disminuir la concentracion de glucosa en el medio se
inicia la liberacion de los sitios de regulacidn, al separarse el inhibidor del sitio de
unidn, es sustituido por factores especificos de transcripcion, de tal modo que, las
enzimas empiezan a secretarse dando origen a mas inductor llevando entonces a un
control por retroalimentaciébn con el substrato. Ademas las condiciones
prevalecientes en el medio promueven modificaciones postranscripcionales en las
proteinas (MacKenzie y col., 1993; Acuia-Arguelles y col., 1995; Minjares-Carranco y
col., 1997). Dentro de las maodificaciones postranscripcionales mas importantes, se
ha estudiado la glucosilacion de las proteinas en relacidn con la eficiencia de la
secrecién en el caso de la quimosina en Aspergillus niger var. awamori (Dunn-

Colemany col., 1991).

Metabolismo aerdbico

En base a sus requerimientos o sensibilidad al oxigeno los microorganismos pueden
ser clasificados como anaerobios, aerobios estrictos y aerobios facuitativos.

Para los microorganismos aerobicos, la presencia del oxigeno juega un papel muy

importante en la regulacion de sus actividades metabodlicas.
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Los microorganismos aerobicos necesitan oxigeno para obtener la energia de los
alimentos, y la concentracion del oxigeno en el medio de cultivo juega un papel
central en la regulacion metabolica Por ello. en el cultvo de este tipo de
microorganismos, el aire debe ser distnbuido al intenor del liquido de fermentacion
para pasar al interior de las células por difusion simple. tras esto debe cruzar el
citoplasma hasta el lumen mitocondnal De este moda, el oxigeno consumido por los
microorganismos debe pasar a través de vanas barreras antes de alcanzar la matriz
mitocondrial donde se usara como aceptor de protones al final de la fosforilacion
oxidativa. La concentracion de O, que es ligeramente supenor al 21% en el aire llega
a ser casi nula en la matriz de la mitocondna. el proceso de transferencia de oxigeno
se debe a su gradiente de concentracion entre las diferentes fases del cultivo. La
concentracion y la velocidad de transporte del oxigeno del aire a la biomasa puede
modificar de manera importante el comportamiento del microorganismo en el cultivo
al controlar la produccién de ATP y con ello todo la producciéon energética de los

microorganismos (Pirt, 1975; Righelato, 1975).

Transferencia de oxigeno

Existen varios modelos para explicar la transferencia del oxigeno del aire a los
microorganismos, uno de los mas sencilios y completos es la teoria de pelicula
estacionaria de liquido que se presenta en la figura 1, segun el cual la principal

resistencia al transporte del oxigeno entre las fases gas-liquido-biomasa se presenta




en la pelicula estacionaria de liquido que se encuentra en el limite entre las diferentes
fases. La velocidad de difusidon del oxigeno entre las fases es directamente
proporcional a la superficie del area de intercambio, del gradiente de concentracién

del oxigeno y del grosor de la capa estacionaria de liquido que rodea a la biomasa.

Durante el crecimiento
en pellets el proceso
puede estar
controlado por
difusion del O, en el
interior del agregado

En un reactor la resistencia a Pelicuia estacionaria
la transferencia de masa (Q;)
se da por esta pelicula

Burbuja Célula

Figura 1: Representacion grafica de la teoria de pelicula estacionaria,
modificado de Pirt (1975).

En un disefio de reactor dado, el grosor de la capa estacionaria de liquido en el
cultivo que puede ser disminuida por medio de la agitacion del medio de cultivo, lo
que permite un mejor crecimiento del hongo.

Las otras fuerzas que rigen la transferencia de oxigeno en cultivos liquidos se

describen en una serie de ecuaciones y leyes que se presentan a continuacion.
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La solubilidad del oxigeno en el medio acuoso es de sélo 7 mgL™" a una atmésfera de
presion y 20°C. Esto es poco comparado con la cantidad de oxigeno que puede
consumir un cultivo. Como se vera mas adelante, un cultivo denso puede necesitar
hasta 50 g de oxigeno L™ h™!, equivalentes a cerca de 3 L de aire por L de liquido por
minuto (VVM). Por lo tanto es necesario renovar el oxigeno disuelto transfiriendo
oxigeno desde el aire al medio liquido. En general, si el volumen del liquido esta muy
extendido, y por ello, forma una lamina delgada, el gradiente de difusion sera mas
elevado pues este proceso esta gobernado por la ley de Fick que sigue la siguiente

ecuacion empirica.

Flujo Total = -AD(Ce - Ci)/h

Dénde, A (cmz), es el area de la interface; D (C|112h"), la constante de difusion del
soluto; Ce (gcm), la concentracion externa; Ci (gcm™), la concentracion interna y, h
(cm), el espesor de la lamina de la interfase. De esa forma, el flujo total de oxigeno
sera mas grande cuando la [Amina sea muy extensa (A, muy grande) y muy delgada
(h, muy pequena).

En los cultivos en matraz agitado, desarrollado por Kiuyer y Perkin, (1933), se
aumenta el area de la interfase y se promueve el transporte de oxigeno en el seno
del liquido, mediante el movimiento del mismo, pero se sigue dependiendo de la
relacién r = AV (cm? de superﬂcie/cm3 de volumen). Por eso se recomienda usar
volimenes pequefios de liquido dentro de ese tipo de matraces, de forma que éste

se extienda en la parte baja y ancha del recipiente.

(V')




Como un cultivo aerdbico esta reguiado por el balance entre la transferencia de
oxigeno y su consumo o Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBO), este proceso -puede

describirse por el siguiente balance de Oa.
dC/dt = ki a(Ce - C*) -~ (Yozs)qsX

El coeficiente K.,a se puede medir en forma sencilla, viendo la dinamica de
transferencia del oxigeno a un recipiente agitado. Sus unidades son hora™, pues
corresponden a un coeficiente que, multiplicado por las diferencias de concentracién
del oxigeno, resulta en la velocidad neta de transferencia del O. al liquido. El
segundo término, corresponde a la velocidad de consumo de oxigeno (DBO) que
esta regulada por el coeficiente, Yous (g02/gS), correspondiente a la demanda
unitaria de oxigeno por el metabolismo, que en el caso de la respiracion aerdbica es
de 1.05 g0O,/gS, segun se puede derivar de la estequiometria del proceso. Y, por la

ecuaciéon de Monod, segun se indica a continuacion.

as = (Umax/Yxis) S/(Ks + S)
Siendo: umax (hora™), la velocidad especifica maxima de crecimiento, Yys (gX/gS), el
coeficiente de rendimiento de la biomasa en funcidon del substrato consumido; S
(gS/L), la concentracion del substrato y, Ks, la constante de saturacion del proceso.

Segun, (Righelato, 1975) un cultivo de A. niger, tiene en medio liquido una velocidad
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de crecimiento maximo cercana a, pmax = 0.3h™, un Ks = 50 mgL™ y Yxs = 0 4 gXgS
' Por lo tanto, para que el cultivo pueda crecer a esa velocidad, requiere satisfacer

una DBO calculada como sigue.

DBO(gO,/Lh) = ~ 0.785(g02/gXh)X(gX/L); (S >> Ks)

Cuando la densidad de la biomasa es alta (60 g/L), el consumo neto de aire (DBO).
con 21% de oxigeno, a una presion de 1 atm, y a la temperatura de 25° C. equivale a
por lo menos a 2.9 VVM (litros de aire por litro de liquido por minuto). pero la
demanda bruta (sin descontar las pérdidas de aire) dependera de la capacidad de
transferencia de oxigeno al liquido (k.a) y este factor a su vez, dependera del diseno
y de las condiciones de operacion del reactor. En consecuencia, cuando la
concentracion del substrato es alta, la DBO estara gobernada por la densidad de la
biomasa, X, y ésta, a su vez, estara controlada por el valor de k.. Por lo tanto, el
crecimiento de la biomasa dependera crucialmente del coeficiente de transferencia
del oxigeno al medio de cultivo.

Los valores de, kia pueden ser obtenidos de la literatura para diferentes tipos de
dispositivos.

En la tabla 1 se muestran algunos datos conocidos que comparan como varia este
coeficiente con la geometria del reactor. Los matraces Erlenmeyer sin deflectores
(bafles) son los mas utilizados para experimentos de laboratorio, tiene valores de K. a

mas bajos normalmente inferiores a 200, esto producird que la concentracién de




biomasa en cuitivos dentro de este tipo de matraces esté limitada. Este antecedente
técnico es de gran importancia para comparar los datos de cuiltivos de A. niger en

matraces agitados y en un medio sohdo poroso (Henzler y Schedel, 1991).

Fermentador ' Ka (h™")
Matraz agitado 80-200
Fermentador agitado 325-2650
Columna con burbujeo 140
Reactor con ciclo de presidn 400
Filtro de burbujeo 350
Reactor de Air lift 350
Reactor de plato de corte _ <1000
Reactor con cuchillas 1000

Tabla 1. Valores de K.a experimentales reportados para diferentes tipos de
reactor (Mavituna y Sinclair, 1985).

Fermentacion liquida

Se puede definir a la fermentacién liquida (FL) o sumergida (abreviada en inglés
como SmF) como un cultivo de células microbianas dispersas en forma homogénea
en un recipiente agitado que puede o no ser aireado por medios mecanicos. La forma
de fermentacion liquida mas utllizada en los laboratorios de investigacion es el
matraz agitado. El desarrollo de esta técnica ha sido importante porque ha permitido

el cultivo de organismos aeroébicos en condiciones homogéneas con una densidad




moderada de la biomasa y ha simplificado el estudio de la fisiologia de los
organismos. A su vez, el cultivo de suspensiones de células en fermentadores
agitados ha evolucionado a gran escala, pues no es raro ver fermentadores con
volumenes superiores a 10 mil litros, en los cuales se producen todo tipo compuestos
derivados del metabolismo microbianoc. En estos sistemas, la agitacion mecanica
permite aumentar la transferencia del gas a la biomasa de tres formas basicas: 1)
Dispersa €l gas en burbujas mas pequefas incrementando el area de interfase
gas-liquido. 2) Incrementa el tiempo de contacto de liquido con las burbujas de gas.
3) Disminuye el grueso de la capa estacionaria del liquido al aumentar la turbulencia
del cultivo. Ademas, la agitacion mezcla el cultivo manteniéndolo homogéneo. Esto
es particularmente importante para la dispersioén de la biomasa y la transferencia de
calor (Henzler y Schedel, 1991). Los productos metabdlicos y el calor se dispersan
facilmente, por lo que, no son un factor limitante para el crecimiento del
microorganismo. La barrera principal de transferencia del O; en la FL, es su baja
solubilidad en el agua y, al hacerse mayor la capa de agua que debe cruzar,
aumenta la dificultad para que llegue a la célula. Gran parte del gasto energético que
debe realizarse en la FL esta relacionado con la necesidad de satisfacer la demanda
de oxigeno en el crecimiento de los microorganismos, esto es muy claro en el caso
de Aspergillus niger, que es un organismo aerébico estricto y necesita una alta tasa
de transferencia de oxigeno para mantener su crecimiento y producir muchos de los

metabolitos de interés (Righelato, 1975, Solomon, 1975; Raimbault, 1998).
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Fermentacion sélida.

La fermentacion solida puede ser definida como un cultivo de microorganismos
adheridos a un soporte sélido poroso y humedecido en el cual el medio liquido esta
extendido en una capa muy fina en contacto con una interfase aérea. Las bacterias,
levaduras y hongos son los microorganismos que pueden crecer en fermentacidn
sblida, pero la mayoria de las investigaciones se llevan a cabo con hongos
filamentosos. El crecimiento en forma de micelio y su tolerancia a bajas actividades
de agua y condiciones de alta osmolaridad hacen que los hongos sean la microflora
natural mas adecuada para la fermentaéién sélida.

El hodelo de crecimiento miceliar da una ventaja adicional a los hongos filamentosos
sobre los microorganismos unicelulares en la colonizacién de la matriz sélida y en la
utilizacion de los nutrientes del medio de cultivo. El modelo basico de crecimiento de
los hongos es una combinacion del crecimiento apical con la generacion de nuevas
hifas por ramificacion. Mientras que el crecimiento apical se lleva a cabo de manera
lineal, la ramificacién se lleva a cabo de manera exponencial y como resultado se
logra una alta velocidad de crecimiento y una gran capacidad de cubrir
eficientemente la superficie de cultivo.

La estructura de la pared celular unida al crecimiento por las puntas y la ramificacion
da a los hongos una estructura sélida y firme que les permite penetrar en el interior
de la matriz sélida. Las enzimas hidroliticas son excretadas por las puntas de las
hifas sin que se diluyan como en el caso de la fermentacion liquida lo que hace la

accion de las enzimas hidroliticas muy eficiente y les permite penetrar en la mayoria
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de los substratos sdlidos, o que aumenta la disponibilidad de los nutrientes del
interior de los substratos (Raimbault, 1998)

Existe un gran interés en la utilizacion de A. niger para transformar desechos
agroindustriales en productos bioquimicos de valor comercial, por medio de Ia
fermentacion solida (FS), porque se ha encontrado que durante la FS se manifiestan
caracteristicas fisioldgicas diferentes en los microorganismos en comparacion con la
FL. Entre los productos comerciales mas importantes, se encuentran algunas
enzimas que son excretadas al medio y cuya produccidn por FL se presenta en
forma muy disminuida debido a los fendmenos de represidén catabdlica (Ramesh y
Lonsane, 1991a; Solis-Pereira y col., 1993). A veces, las enzimas producidas por FS
tienen caracteristicas modificadas, como un aumento en su termorresistencia,
menores tiempos de producciéon y mayor actividad (Hesseltine,1972; Moo-Young y
col., 1983; Tengerdy, 1985; Grajek y Gervais, 1987; Pandey, 1992; Shankaranand y
col., 1992; Solis-Pereiray col., 1996; Acuia-Arglelles y col., 1995).

Los efectos que se derivan de la utilizacion de FS sobre los microorganismos son
multiples como modificaciones en el transporte de azucares, la composicién de la
pared, la membrana celular y en la actividad enzimatica (Grajek y Gervais, 1987;
Pandey, 1992). Mientras que las bacterias y las levaduras requieren de alta actividad
de agua (A, > 0.98), los hongos filamentosos pueden crecer con valores de A, tan
bajos como 0.85, y por esta razén, son microorganismos muy bien adaptados para la
fermentacion sélida. Pandey (1992) sugiere incluso que un bajo nivel de A,, favorece

la germinacion y el crecimiento miceliar de los hongos (Pandey, 1992; Raimbault,

1998)




De acuerdo con Raimbault (1998) el soporte de la fermentacién solida debe cumplir
con varios requerimientos como son:

Poseer una matriz porosa que puede ser biodegradable o inerte, y requiere presentar
una gran superficie de area por volumen dentro del rango de 10° 0 10° cm?cm’ que
permita el crecimiento microbiano en la interfase soélido-liquido. Debe absorber agua
en una o varias veces su propio peso con una actividad de agua relativamente
grande en la interfase sélido-liquido para poder permitir una aita velocidad de los
procesos bioquimicos.

La mezcla de oxigeno con otros gases y aerosoles deben pasar a través del cultivo
con relativa facilidad, la superficie sdlido-liquido debe ser un buen habitat para
permitir el crecimiento de microorganismos que crecen rapidamente como bacterias y
hongos. La matriz solida debe resistir la compresion y un mezclado suave que podria
requerir cada tipo de fermentacién. Esto requiere particulas pequefas y granulosas
que no tiendan a unirse unas a otras.

La matriz sélida debe estar libre de contaminantes y de inhibidores del crecimiento
de los microorganismos y debe ser capaz de absorber o contener substratos para el
crecimiento microbiano como carbohidratos, fuentes de nitrégeno y sales minerales.
Estas condiciones son cumplidas por la mayoria de los soportes naturales utilizados
en la fermentacidn sélida como el bagazo de cafa, el salvado de trigo. etc

Existen también soportes inertes que cumplen con estos requerimientos y que se han

utilizado para la fermentacién sélida como la amberlita y. especiaimente. el

poliuretano.
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Diferencias entre fermentacion sélida y fermentacion liquida.

A partir del conocimiento de las diferencias fisicas existentes entre ambos sistemas

de fermentacion, es posible definir algunas diferencias entre ambos tipos de cultivo y

su pape! sobre la fisiologia de crecimiento de Aspergillus niger.

a)

b)

Los coeficientes de difusion efectivos pueden ser muy diferentes entre
fermentacion liquida y fermentacion sélida, porque la relacion area/volumen del
medio liquido generalmente es varios ordenes de magnitud menor que en la
delgada capa de agua extendida en soporte poroso que se da en la fermentacion
solida En un matraz Erlenmeyer de 125 ml con 25 ml de liquido, la relacién alv
en la interfase es del orden de 1 cm?/cm®. En cambio si tal liquido se extiende en
una capa delgada y uniforme de un espesor cercano a las 50 micras, el cociente
a/lv= 200 cm?cm®. Debido a que el transporte de oxigeno depende de este
cociente, se puede inferir que sera mas rapido para la fermentacion soélida que
para la fermentacion liquida.

Los tiempos de mezclado seran mucho menores en el medio liquido que en el
liquido agitado. En forma tipica, un matraz Erlenmeyer agitado a 200 r.p.m.
tendra un tiempo de mezclado de unos pocos segundos, mientras que en una
lamina de liquido no agitado, el tiempo de mezclado depende de la difusién de
los solutos y tipicamente esta dada por el cociente, L%Dyz0, siendo L la distancia
promedio. entre ios cumulos de esporas sembradas, que en el medio de cultivo
podrian estar separadas en forma tipica, por distancias aproximadas de 100 a
1000 micras. El coeficiente de difusion de la glucosa en agua es D= 6*10°

cmzlseg El tiempo de mezclado resultante estaria en el intervalo de 102 a 10°
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seg. Esta diferencia fisica indica que seria mas facil formar microgradientes de
solutos en {a FS que en la FL, como, por ejemplo, gradientes de concentracion
de substratos, productos, enzimas excretadas al medio. Esta propiedad es muy
usada para medir la potencia de excreciéon de productos en pruebas de halos de
inhibicién por antibidticos y halos de actividad enzimatica.

c) La forma de crecimiento tipica para cada sistema de fermentacién es muy
diferente en FL y FS. En forma tipica Aspergillus niger produce pellets cuando se
cultiva en FL con substratos de facil asimilacion, en cambio, en FS, tipicamente
crece como micelio disperso con una apreciable proporcién de la biomasa de tipo
aéreo. Estas diferencias, conocidas desde hace mucho, sugieren que la fisiologia
de crecimiento y metabolismo entre fermentacién sélida y liquida pueden ser muy
grandes para cada uno de los sistemas de cultivo. Ademas, es sabido que los
pellets de varios mm de diametro sélo tienen una delgada capa de biomasa
activa debido a los problemas difusionales en su interior (Pirt, 1975), lo que
podria resultar en ain mayores diferencias fisiolégicas entre ambos sistemas de
cultivo.

Por lo tanto, en este estudio comparativo de la produccién de enzimas de Aspergillus

niger entre FL y FS deben de tomarse en cuenta estas diferencias para poder

analizar y en su caso, explicar las posibles variaciones de productividad enzimatica
en cada medio de cultivo, y es importante estudiar dichas diferencias fisioldgicas,
usando coeficientes cinéticos de comparaciéon relacionandolos con observaciones

microscopicas del crecimiento del micelio.
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Poliuretano

Un novedoso método de fermentacion en estado soiido se ha desarrollando
utilizando espumas de poliuretano (PUF) como soporte inerte impregnando sobre él
un medio de cultivo liquido sintético, donde se simula la composicidn nutncional y
condiciones de cultivo que anteriormente se llevaba a cabo en salvado de trigo. Con
este sistema, la biomasa, que es un parametro importante para la evaluacion de la
fermentacion en estado sélido puede ser medido directamente (Zhu y col., 1994). Ei
PUF anteriormente fue utilizado por Fujishima en 1972, para la produccion
enzimatica de varias especies de hongos. En 1994 Zhu y col.. utiizaron PUF para
producir nucleasa P1 de Penicillium citnnium. Desde entonces el PUF ha sido
utilizado mas como un proceso de inmovilizacion celular que como un proceso limpio
de produccion enzimatica para la busqueda de disefio de reactores mas eficientes
(inmovilizacion, detoxificacion, obtencion de metabolitos).

La composicidon del medio de cuitivo es factor importante ya que influye sobre la
diversidad y ia calidad de las enzimas. La produccion de enzimas en medio sdlido
con medios de cultivo sintéticos impregnados sobre soporte inerte, permite estudiar
el comportamiento de los hongos filamentosos con relacién a la composicién del
medio de cultivo, la influencia de la actividad del agua. la liberacion de calor, asi
como la influencia de la transferencia de gases. La recuperacion de metabolitos en
éstas condiciones se realiza por prensado lo que permite obtener un producto
concentrado. En cultivos sélidos en los cuales el soporte es también el substrato, es
dificil evaluar ia influencia de un solo factor sobre el comportamiento de un

microorganismo ya que en gran parte, estos substratos son muy complejos y dada su
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composicion se dificulta la determinacién de los diferentes parametros importantes
en cultivos solidos (Oriol y col., 1988).

La composicidn del poliuretano lo convierte en un medio ideal para el cultivo de
hongos al permitir el crecimiento del hongo sobre las trabéculas que se forman en la
espuma, ademas el poliuretano no atrapa el agua, por o que no disminuye la Ay del
medio de cultivo y no compite con el organismo por el agua libre.

La espuma atrapa una gran cantidad de aire lo que permite al hongo crecer en un
medio rico en oxigeno. Al no ser biodegradable no produce efectos secundarios
sobre la induccion o secrecidn de las enzimas y permite determinar de manera
adecuada la biomasa producida por el microorganismo.

Nosotros usamos poliuretano como soporte inerte a fin de poder medir lo que
realmente esta pasando durante el cultivo de Aspergillus niger en fermentacién
sblida. El uso de este soporte permite regular perfectamente la presencia de
inductores que determinan la produccion de enzimas. Otra ventaja es que el
poliuretano es no biodegradable, lo que permite llevar a cabo la determinacién del
peso seco real del hongo por gravimetria. La tercera ventaja esta en la porosidad del
material, que permite que los espacios del poliuretanc se llenen de aire que es
faciimente utilizado por el hongo y que cumple con todas los requerimientos
estipulados por Raimbault (1998) como necesarios para un soporte inerte de
fermentacion solida.

Este trabajo representa un estudio sobre la metodologia de cultivo de hongos

flamentoso en soporte sdlido inerte.




Sacarosa

La sacarosa, cominmente conocida como azucar de mesa, es un disacarido
compuesto por moléculas de a-D-glucosa y p-D-fructosa unidas por enlaces a-1,4-
glucosidico. Cuando este enlace es roto, mediante una reaccion hidrolitica, se liberan
cantidades equimolares de glucosa y fructosa. Esta mezcla de monosacéridos se
llama azulcar invertida, esto se deriva del hecho que la sacarosa desvia la luz
polarizada hacia la derecha (dextrorrotatorio) +66.51°, mientras que los productos de
hidrolisis rotan la luz polarizada hacia la izquierda (levorrotacion) —201° para la
mezcla (52.1° para la D(+)glucosa y 92.1° para la D(-)fructosa). Otros disacaridos
comunes son la maltosa y la lactosa.

La sacarosa es hidrolizada por la enzima invertasa o sacarasa de acuerdo con la

reaccion que se presenta a continuacion.

Sacarosa + H,0 ---> glucosa + fructosa.

Esta reaccion es de gran interés para las industrias de bebidas y confites, porque el
azucar invertido es mas dulce que la sacarosa, ademas, no se cristaliza y por ello es
posible usario como jarabes concentrados estables, que de paso, tienen el doble de
osmolaridad que los jarabes obtenidos como soluciones de sacarosa. Por esa razon,
la hidrélisis de la sacarosa ha sido estudiada desde hace mucho tiempo y en
especial, desde principios del siglo XiX, ha servido como modelo de la catélisis

mediada por la enzima sacarasa, o0 mas comunmente, invertasa.
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Invertasa

El nombre oficial de la invertasa es B-fructofuranosidasa (EC3.2.1.26). Esto implica
que la reaccion catalizada por esta enzima es la hidrélisis de residuos terminales no
reductores fructofuranosidos de f-fructofuranosidos. Esta reacciéon es compartida por
la a-D-glucosidasa, ademas la sacarosa puede hidrolizarse en medio acido sin
intervencién de la invertasa.

La invertasa se utiliza principaimente en la industria de alimentos (confiteria) donde
la fructosa es preferible a la glucosa debido a que es mas dulce y no cristaliza tan
facil. Sin embargo el uso de la invertasa es limitado debido a que la glucosa
isomerasa puede ser utilizada para convertir directamente la glucosa en fructosa a un
costo mas bajo. Para el uso de la invertasa en alimentos se requiere de una proteina
altamente purificada, a fin de no alterar el sabor y preservar la salud de las personas.
La invertasa es producida por una gran variedad de organismos que pueden utilizar
la sacarosa como fuente de carbono. En el ambito comercial la invertasa se produce
principaimente por cepas de levaduras como Saccharomyces cerevisiae o0
Saccharomyces carisbergensis (Carlson, 1987). Aun dentro del mismo cultivo de
levaduras existen diferentes especies de invertasa. Por ejemplo, la invertasa
intracelular tiene un peso de 135 KDa, mientras que la invertasa extracelular pesa
270 KDa (Gascon y col., 1968; Gascon y Lampen, 1968; Carlson y Botstein, 1982).
Contrariamente a la mayoria de las enzimas, la invertasa es muy tolerante a los
cambios de pH, presentando una actividad relativamente alta entre pH de 3.5 a 5.5

con el maximo a pH 4.5. La actividad maxima se alcanza a 55°C. Los valores de Km




varian mucho de una especie a otra pero la mayoria se encuentran entre 2 mM a 5
mM, con un valor tipico de 3 mM para la enzima libre (Boddy y col. ,1993; Chen-Tien
y col., 1994; Chen y Lui, 1996).

La invertasa es una enzima que es producida por plantas y microorganismos, en los

ultimos afios esta enzima ha recibido mucha atencién como un buen modelo para el

estudio de enzimas glucosiladas secretadas por levaduras y hongos filamentosos

que tienen como inductores de la sintesis de esta enzima a los azlcares, sacarosa y

la rafinosa los cuales también funcionan como substratos para la invertasa

extracelular de Aspergillus niger (Mukherjee y Sengupta, 1985; Quiroga y col., 1995;

Perez y col., 1996).

Se ha estudiado recientemente la produccién de invertasa por Aspergillus niger y

Aspergillus nidulans en los siguientes reportes:

* Andres y Peberdy (1974) encontraron que la invertasa de Aspergillus nidulans fue
localizada en el medio de cultivo y en la fraccibn de micelio lavado. La
comparacién de sus constantes cinéticas les permitié determinar que se trata de
la misma enzima. Al parecer la enzima esta localizada en el espacio intramural, al
igual que en Neurospora crassa. La glucosa presenta un importante papel en la
represidn de ia produccidn invertasa en A. nidulans. El micelio crecido en medio
con glucosa presentd represion catabdlica y produjo 6 veces menos invertasa que
el micelio crecido en sacarosa. Altas concentraciones de glucosa produjeron una
dilacion en el tiempo de produccidn de la invertasa, pero al disminuir la cantidad

de glucosa en el medio de cultivo se inici6 la produccién de la invertasa.




Vainstein y Peberdy (1990) encontraron que aproximadamente el 50% de la
invertasa total producida por Aspergillus nidulans en FL esta asociada al micelio y
parece estar localizada en el espacio periplasmico. De ésta, aproximadamente el
60% puede ser liberada por tratamiento mecanico del mismo. El resto se libera
por accion de quimicos como el DTT y la proteasa K. La liberacion de la invertasa
por accién mecanica, por la accion de agentes reductores o por la proteasa K, les
permite suponer que la invertasa esta fisicamente confinada en el espacio
periplasmico en lugar de estar asociada a la pared celular.

Boddy y col. (1993) purificaron la invertasa de Aspergillus niger y localizaron dos
genes de expresion de esta enzima. Encontraron que la actividad optima de la
invertasa se lleva a cabo a un pH de 5.5, y 50°C. Su peso molecular fue de 115
KDa, mientras que el peso nativo fue de 225 KDa, Al parecer el 50% de la masa
molecular esta formada por hidratos de carbono.

Chen y col. (1996) purificaron dos invertasas de Aspergillus nidulans producidas
por fermentacion liquida. Estas invertasas se sintetizan al parecer del mismo gen.
Las invertasas presentaron caracteristicas muy parecidas y se diferenciaron por
presentar un patron de corrimiento en electroforesis muy diferente. Una pesa
alrededor de 135 KDa y la otra alrededor de 250 KDa. Al parecer, la diferencia en
el peso se debe la presencia de una gran cantidad de glucosilaciéon en uno de los
tipos moleculares.

Wallis y col. (1997) reportaron que Aspergillus niger produce dos invertasas que
se secretan y que presentan caracteristicas muy semejantes, aun cuando son
sintetizadas a partir de dos genes diferentes. Se les diferencia por la cantidad de
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glucosilacién que contienen, aunque, no queda claro si se trata de genes que

responden a diferentes condiciones de cultivo.

Proteasas

Los hongos filamentosos son capaces de secretar cantidades muy grandes de
proteinas al medio de cultivo, pero la degradacion de éstas por las proteasas
secretadas al medio de cultivo disminuye en gran medida el rendimiento de los
cultivos (Archer, 1994).

Se han buscado varios métodos para disminuir la secreciéon de proteasas en los
cultivos de hongos filamentosos. Uno de ellos es la inmovilizacion, que ha sido
utilizada para disminuir la produccion de proteasas por Liu y col. (1998), quienes
demostraron que al cultivar Aspergillus niger sobre particulas metalicas recubiertas
con latex se secretaron menores cantidades de proteasas y mayores cantidades de
glucoamilasa.

Desde 1993, Ramamurthy y Kothari, mostraron que al cultivar Rhizopus sp, en
superficie se produjeron menos proteasas que en los cultivos en fermentacion
liquida. Por otra parte, los trabajos de Aguilar y Diaz-Godinez (comunicaciones
personales), han dado indicaciones de que al cultivar a Aspergillus niger en
fermentacion sdélida se secretaron menores cantidades de proteasas al medio de

cultivo.
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Antecedentes.

A continuacidn se presenta un resumen de los trabajos que comparan la produccion
de metabolitos en fermentacion solida y liquida y que se han publicado durante los
ultimos anos:

Ramesh y Lonsane, (1991a) cultivaron Bacillus licheniformis en fermentacion liquida
y sélida para producir a-amilasa y compararon ambos tipos de cultive. En FL se
produjeron 480 U/ml de extracto a las 60 horas de cultivo y al afiadir 1% de glucosa
al medio de cultivo solo se obtuvieron 30 U/mi. Mientras que en fermentacién soélida
se produjeron 13860 U/ml de extracto a las 48 horas de cultivo.

Ef analisis de la concentracion de glucosa libre en ambos medio dio un 0.2% en FL
contra un 8.5% de glucosa libre en el salvado de trigo donde se llevo a cabo la FS,
esto es una concentracidn 42 veces mas alta de glucosa libre en FS comparada con
FL.

La presencia de 1% de glucosa en el medio de cultivo disminuyd en un 84 % la
produccién de a-amilasa en FL. La produccion de a-amilasa fue 29 veces mas alta
que en FL, la productividad enzimatica de la FS fue 36 veces mas alta que en la FL.
La presencia de una alta concentracidn de substrato sin represion catabdlica, permite

la produccién de altos niveles de enzima y por lo tanto es la responsable de la alta

productividad del medio sdlido
Posteriormente Ramesh y Lonsane, (1991b) estudiaron el efecto del tipo de cuitivo
sobre la represidon catabdlica de la produccion de «-amilasa por Bacillus

licheniformis. Encontraron que la presencia de mas de 1% de glucosa inhibid
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totalmente la sintesis de a-amilasa en FL, mientras que al aiadir un 15% de glucosa
se incremento en un 50% la produccion de amilasa de la FS. en FS no se observé
efecto de represion, y esta cantidad de glucosa acortd el tiempo de produccidon de 71
a 48 horas. Formulan la hipétesis que en la FS se forman gradientes en la vecindad
del organismo debido a la falta de mezclado, de tal manera que la concentracion
local de substrato es menor a la real. Por lo que el organismo puede desarrollarse sin
represion catabdlica.

Solis-Pereira y col. (1993) compararon la produccidén de pectinasas por Aspergillus
niger en fermentacion sélida y liquida. Afadieron concentraciones 3.5 a 10% de
sacarosa, glucosa y acido galacturénico al medio de carbono. Con la adicién de 3.5%
de monosacaridos se inhibié la producciéon de endopectinasa, pero en fermentacién
solida la adicién de hasta un 10% de monosacaridos resulté en el incremento de la
produccién de pectinasas 19 veces mas endopectinasas y 4.9 veces mas
exopectinasas que en la FS control sin monosacaridos. Se acumularon azucares
reductores en FL, pero no se acumularon en FS, encontraron que la produccion de
pectinasas esta relacionada con la concentracidn de azucares reductores en el
medio de cultivo. Atribuyeron estas diferencias a la falta de mezclado en FS y a
problemas de difusién de los nutrientes en FL, un papel importante a la presencia de
altos niveles de azucares reductores que producen represion catabodlica en FL y que
no estan presentes en FS.

Antier y col. (1993) obtuvieron cepas de Aspergillus niger sobreproductoras de

pectinasas especializadas para fermentacidén sdlida y fermentacion liquida. Las




cepas sobreproductoras en fermentacién sélida resultaron productoras mediocres en
fermentacion liquida y viceversa. Esto sugiere la idea de la presencia de grupos
genes bajo regulacion pleiotropica que le permiten a las cepas presentar resistencia
a 2DG y una menor represidon catabdlica en la produccion de pectinasa
especializadas para FSy FL .

Lekha y Lonsane (1994) compararon la produccion de tanasa por Aspergillus niger
en FS sobre bagazo de cafia, FL, fermentacidn liquida superficial. Encontraron que la
produccién de tanasa en FS fue de 150 U/ml a las 96 h de cuitivo, mientras que en
FL obtuvieron 50 U/mi a las 144 h de cultivo, la produccion de tanasa fue cerca de 3
veces mas grande en FS que en FL, y se necesito menor tiempo para obtener la
produccion maxima, por lo que la productividad de FS fue 5 veces mayor que la de
FL. La tanasa producida en fermentacion sélida fue totalmente extracelular, mientras
que fue totalmente intracelular en FL durante las primeras 48 horas de cultivo. La
tanasa obtenida por FS presenté una mayor estabilidad a temperatura y pH extremo
que las producida por FL. Atribuyeron estas diferencias a cambios en la expresion y
conformacion de las proteinas, asi como a una secrecion activa de la tanasa en FS.
Acuna-Argielles y col., (1995) compararon la produccion de pectinasas por A. niger
en fermentacién liquida y fermentacion solida sobre bagazo de cana. Los titulos
enzimaticos fueron 3 a20 veces mas altos y se obtuvieron entre 24 y 72 horas y mas
rapido en FS que en FL, la FS resulité ser entre 6 y 51 veces mas productiva que la
FL, dependiendo del tipo de enzima. Atribuyen estas diferencias a la presencia de

altas cantidades de azucares reductores en la FL, que no se acumulan en la FS y por




ende suponen la existencia de represién catabdlica en liquido que no se presenta en

sdlido.

Lapadatescu y Bonnarme, (1999) compararon la produccién de aromatizantes por

Bjaerkandera adusta en fermentacion liquida y soélida sobre salvado de trigo.

Obtuvieron la maxima produccion con 0.34 g/Kg de materia himeda a los 4 idas en

FS y 0.04 g/l de medio a los 8 dias en FL. La produccién resulté ser casi 10 veces

mayor en FS y la productividad de los cultivos de FS fue 27 veces mas alta que la de

los cultivos de FL. Atribuyeron el buen comportamiento del hongo en FS a que las
condiciones de cultivo son muy parecidas a las de su habitat natural.

De los trabajos anteriores se puede extraer la siguiente informacién relevante:

5. La produccion de metabolitos en FS es mayor y los picos se obtienen en menores
tiempos de cultivo. Por lo tanto los cuitivos de FS son mas productivos que los de
FL, pero las razones de esto son desconocidas.

6. La menor represion catabdlica en FS se asocia con la mayor productividad este
tipo de fermentacion. Aunque se desconoce el nivel de participaciéon en este
resultado.

7. La presencia de azucares reductores en FL y su ausencia en FS ha sido
relacionada por varios autores con las diferencias que se presentan en la
represion catabdlica de ambos sistemas de cuitivo.

8. La formulacién de la hipétesis de que las diferencias entre FS y FL podrian estar

relacionadas con las formacién de gradientes en FS.




9. El que todos estos trabajos han sido llevados a cabo sobre soportes
biodegradables. Esto ha impedido la obtencién de parametros cinéticos de

crecimiento y produccidn enzimatica.

Justificacion

Las citas anteriores reportan muchas ventajas de la FS sobre la FL, pero se dan
también una serie muy amplia de posibles explicaciones. De acuerdo con Pandey y
col. (1999), es clara la ventaja de la FS sobre la FL, pero hasta el momento se ignora
cual es la razén exacta de esta mayor productividad de la FS. Esta diferencia puede
deberse a una mayor productividad de la biomasa, a un mayor rendimiento
enzimatico por gramo de biomasa, a una menor desrepresion catabdlica o a la
combinacion de varios de estos factores. Saber cual es el origen de las diferencias
mas importantes entre ambos sistemas de cultivo puede ser de gran interés para el
disefo, operacion y mejoramiento de la produccion, pero la falta de estudios béasicos
de la FS, como una determinacién directa de los parametros de crecimiento y
produccion enzimatica ha impedido que se determine de manera clara cuales son las
razones de la mayor produccién enzimatica en este sistema de cultivo. Por esto en
este trabajo nos proponemos responder a cual de estas posibles razones son las
principales para explicar las diferencias reportadas entre FS y FL.

La seleccidn del sistema modelo de la produccién de invertasa por Aspergillus niger,

para el estudio de las diferencias existentes entre FL y FS, se baso en los siguientes

hechos:
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Aspergillus niger es un hongo filamentoso que se emplea ampliamente para la
obtencién de enzimas y acido citrico a nivel industrial. Ademas, es un organismo
modelo muy utilizado para el estudio del crecimiento y la secrecién de enzimas por
hongos filamentosos.

La invertasa es una enzima modelo muy adecuada para el estudio de la produccidn y
secrecion enzimatica. Ha sido estudiada a fondo durante los ultimos arfios. se conoce
la secuencia completa de los dos genes de invertasa de Aspergillus niger y se

conoce que en condiciones normales solo se expresa uno de estos genes.
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Objetivos

* Describir y comparar el crecimiento, produccién enzimatica y consumo de
substrato en Aspergillus niger durante su cultivo en fermentacién liquida y
fermentacién solida.

* Documentar y comparar el tipo y las condiciones de cultivo de Aspergillus niger

crecidos en fermentacién liquida y fermentacién solida.




Hipétesis

Se supone que la mayor productividad de la fermentacidon sélida sobre Ila
fermentacion liquida, es debida principalmente a una mayor y mas rapida produccion
de biomasa en fermentacién sdélida, dando como resultado un mayor y mas rapida

acumulacion de enzimas hidroliticas en el medio de cultivo.
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Material y Métodos

Microorganismos: Se utilizaron tres cepas de Aspergillus niger, C28B25 que fue
recolectada de un cafetal de Chiapas y seleccionada como productora de pectinasas
por Boccas y col. 1994); Aa20 proveniente del cepario UAM-IRD vy la cepa silvestre
N402, ampliamente utilizada como cepa modelo para estudiar la genética de
Aspergillus niger (Bos y col., 1988). Todas las cepas fueron mantenidas en viales de
resiembra con medio PDA a 4°C y se resembraron cada 4 meses. Los cultivos para

indculo se cultivaron en PDA durante las 72 horas previas a las fermentaciones.

Medios de cultivo: Se formulé el medio de cultivo en base al medio de Pontecorvo
(Pontecorvo y col. 1953) modificado de la siguiente manera, NaNO3 15.0, KH,PO,
1.76, KCI 0.76, MgSO, 0.76, FeCl, 0.001, CuSO4 0.001, MnCl 0.001, ZnCl 0.001 en
g/l. El pH del medio se ajusté a 4.5 y se afiadieron 100 g/l de sacarosa, el medio
completo se utilizé diluido hasta ajustar la concentracién inicial de sacarosa a 6.25,
12.5, 25, 50 y 100 g/I. el medio se esterilizé a 10 PSI por 15 minutos. La inoculacion
se realizé con 2 x 10’ esporas por gramo de fuente de carbono. El mismo medio

inoculado se repartié en los cultivos liquido y sélido.

Fermentacion Ll’quida:‘La fermentacidn liquida se realizé en matraces Erlenmeyer de
125 ml de capacidad, llenos con 25 ml de medio ya inoculado Se incubaron a 30°C

en una incubadora orbital a 200 r.p.m. por el tiempo requerdo
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Fermentacion Sélida: 25 ml de medio inoculado se mezclaron con 1 gramo de
poliuretano estéril preparado como se describe mas adelante dentro de un matraz de
Erlenmeyer de 250 ml. Se incubaron a 30°C por el tiempo requerido antes de

cosecharios.

Preparacién del Poliuretano: La espuma de poliuretano con una densidad media de
17 Kg/m®, se comprd de un proveedor comercial, se cortd en cubos de 5mm por lado
y se lavo dos veces con agua caliente. El poliuretano ya lavado se escurrié y se secd
en un horno a 70° C durante toda la noche. Posteriormente, se introdujo 1 gramo de
poliuretano seco en cada uno de los matraces Erlenmeyer y se esterilizd en

autoclave a 15 psi por 15 minutos.

Determinacién de la Biomasa en Fermentacién Liquida: Los cultivos de fermentacion
liquida se retiraron en los tiempos adecuados y se filtraron a través de papel filtro
Whatman No.1; la biomasa retenida se lavo con 100 mi de agua destilada y se secd
en el horno a 70°C, ocasionalmente una cuarta parte de la biomasa se retird y se
utilizé para determinar la actividad de invertasa intracelular, en estos cultivos la

biomasa se determind por medio de la fraccidon usada para la determinaciéon de la

biomasa seca.

Determinacién de la Biomasa de Fermentacion Sélida: El poliuretano utilizado para el

crecimiento del hongo se extrajo del matraz y se presioné para obtener el extracto de
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fermentacion solida; este poliuretano lavado se secd a 70°C, para determinar la
fraccion de peso seco perteneciente a la biomasa. Ocasionalmente se utilizd un
gramo en peso fresco del poliuretano para determinar actividad intracelular y se

procedié igual que en FL.

Determinacién de la Evaporacién del Medio de Cultivo en fermentacion sdlida: Se
prepararon 4 matraces de peso seco conocido con un gramo de poliuretano esteril,
se les afiadieron 25 ml de medio estéril a dos de ellos y 25 mi medio inoculado a
otros dos. Se determiné el peso total al inicio y cada 24 horas hasta las 72 horas de
cultivo. Al final se extrajo el poliuretano, se lavd con 50 m! de agua destilada y se
determind la cantidad de biomasa producida. A partir de estos datos se determing la

cantidad de agua evaporada en los matraces con y sin micelio.

Extraccion de Enzimas:

Los extractos de fermentacidn liquida se filtraron a través de papel filtro Whatman
No. 1. El fitrado se ensayd fresco para determinar la actividad de invertasa. La
enzima de FS se extrajo por presién suave del poliuretano. El liquido se filtré a través

de papel filtro Whatman No. 1. El filtrado se utilizé fresco para determinar la actividad

de invertasa.

Extractos intracelulares: Los extractos intracelulares se obtuvieron congelando el
micelio o el micelio mas el poliuretano y moliéndolo en un mortero frio hasta obtener

un polvo fino que se resuspendié en buffer frio de acetatos 0.1 M (pH 5.5), la parte
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soluble se separé por filtracion y se ensayd en menos de 6 horas. A 1a parte insoluble
se le determind la actividad de invertasa sin encontrar actividad significativa en

ninguno de los dos sistemas de cultivo.

Ensayos Enzimaticos:

La actividad de invertasa se determind por medio de la liberacion de azucares
reductores, los cuales se determinaron por DNS (Miller, 1959). Las condiciones de
ensayo fueron 30 minutos a 30°C, , 0.1 M de sacarosa 0.35 ml, buffer de acetatos 0.1
M con pH 5.5, 0.5 ml y se utilizaron 0.15 m! de extracto enzimatico diluido de ser
necesario. Una unidad enzimatica se definid como la cantidad de enzima necesaria

para liberar un micromol de azucares reductores por minuto.

Aspartato-amino-transferasa: La Aspartato-amino-transferasa se determind por
medio de un kit enzimatico de Manhiem Boheringer. Esta enzima se utilizd como

marcador de proteinas intracelulares en el medio extracelular.

Determinacién de Actividad de Proteasas: Las proteasas se determinaron de acuerdo
con el método de Chavira y col. (1984) por medio de la liberacién del grupo azo del
azocoll (Sigma, USA) se incubo a 30°C por 15 minutos en un mililitro de buffer de
acetatos 0.1 M pH 4.5 y 50 microlitro de azocoll con 200 microlitros de extracto, una

unidad se define como la proteasa necesaria para incrementar la absorbancia de la

mezcla de reaccién en 0.01
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Determinacién de Azlicares Residuales: Se utilizd un kit enzimatico de Boehringer-
Mannheim, No 716-260 para poder determinar los niveles de sacarosa, glucosa y

fructosa en los extractos de fermentacion.

Calculo de Variables de Crecimiento:

La velocidad de crecimiento (u) se estimé por medio de la ecuacién logistica:

X = Xmax/[1 + C*eXp ('pt)]

Donde, C = (Xmax-Xo)/Xo, siendo X, el valor puntual de la biomasa, X, (gX/l), el valor
inicial de biomasa en (gX/l), Xmax el valor maximo de biomasa (gX/l), u, la velocidad
especifica de crecimiento (1/h) y t el tiempo de cultivo (h).

Para estimar el valor de y se ajustaron los datos experimentales por la minimizacién
de la suma de los errores cuadrados usando un algoritmo Newton-Raphson de

optimizacién presente en el programa Excel de Office Microsoft.

El rendimiento de enzima por gramo de biomasa producida (Ygx=U/gX), se estimo
considerando a Ygx = AE/AX. Donde, E es la produccion enzimatica en U/l y X es la
produccién de biomasa en gX/l. Se ajustd una recta a los datos experimentales por el

método de minimos cuadrados. Solo se consideraron adecuados los ajustes con una

R? mayor a 0.85.
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La productividad enzimatica (P=U/Ih). fue estimada en termino del liquido empleado
en el valor pico de produccién enzimatica en ambos tipos de cultivo para cada una de

las cepas.

El rendimiento de biomasa por gramo de substrato consumido (Yxs=gX/gS), se
calculé dividiendo la biomasa maxima obtenida entre la cantidad de substrato

consumido por el hongo durante la fermentacion.

La tasa especifica de consumo de substrato (qs=gS/gXh), se calculd al de dividir el

valor de fa u entre Yyxs para cada uno de los cuitivos analizados.

La tasa especifica de produccion enzimatica ge (U/gXh), se calculé por el producto

de el valor de la u por el valor de la Yg/ix para cada uno de los cultivos analizados.

Los resultados presentados en la tabla 3.2.3 se compararon por analisis de varianza
de una sola via ( prueba de F) con dos niveles de significancia estadistica p<0.01 **

muy significativa (**), y p<0.05 * significativa (*). El resto de las diferencias se

consideraron no significativas.

Microfotografias: Las microfotografias se obtuvieron por medio de un fotomicroscopio

NIKON modelo HFX-DX, dotado de iluminacién por campo claro, interferencia de
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fases e iluminacion indirecta por fibra oOptica. Las fotografias se tomaron con

ampliaciones de 50X a 400X, tal como se indica en cada imagen.
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3 Resultados y discusion

3.1 Efecto de la concentracion inicial de sacarosa sobre la producciéon de
invertasa por Aspergillus niger en fermentacioén sélida y liquida.

Se compard el efecto de la cantidad inicial de substrato sobre el crecimiento y la
produccién de invertasa por Aspergillus niger en fermentacion sélida y fermentacion
liquida

La figura 3.1.1 se presenta la produccién de biomasa por la cepa C28B25 con

concentraciones que van de 6.25 a 100 g/l de sacarosa inicial en fermentacion

liquida.
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Figura 3.1.1 Biomasa producida por Aspergillus niger C28825 en fermentacion
liquida con diferentes concentraciones de substrato inicial, los valores
experimentales se representan como simbolos y los valores ajustados por la
ecuacion logistica se representan como lineas continuas.

El cultivo con 6.25 g/l de sacarosa alcanzd un valor de 1.6 g/l de biomasa maxima;

con 12.5 g/l de sacarosa inicial la biomasa se acumuld hasta los 2.7 g/l; al afiadir 25




g/l de sacarosa el cultivo acumulo biomasa hasta 6.9 g/l; durante las primeras 60
horas de cultivo, con 50 g/l se observé que la biomasa se acumulé hasta un maximo
de 11.3 g/l. con 100 g/l se obtuvieron 13 g/l de biomasa.

La biomasa se acumulé entre las 24 horas y las 60 horas en la mayoria de los
cultivos y no se observaron diferencias de los tiempos de fermentacion, a pesar de la
utilizacion de altas cantidades de sacarosa inicial como seria de esperar. Esto ya ha
sido reportado por Favela-Torres y col, 1996, quienes encontraron que al utilizar 50 o
100 g/\ de glucosa inicial en cultivos de Aspergillus niger no hay efecto sobre los
tiempos de germinacion por la alta concentracién de glucosa y solo los cultivos con
200 g/l de glucosa mostraron un retraso en los tiempos de germinacion.

La figura 3.1.2 muestra la produccion de biomasa de la cepa C28B25 en

fermentacion soélida con concentraciones de 6.25 a 100 g/l de sacarosa inicial.

Se obtuvieron 2.7, 4.7, 8.7, 14 y 33 g/l de biomasa méaxima con 6.25, 12.5 25, 50 y
100 g/l de sacarosa inicial respectivamente. Los tiempos de fermentacién necesarios
para alcanzar la biomasa maxima con todas las concentraciones de sacarosa fueron
menores en FS (alrededor de las 42 horas) que en FL (alrededor de las 60 horas).
Estos tiempos son parecidos a los reportados por Favela-Torres y col, 1996, quienes
observaron que son necesarias 40 horas de cultivo en la fermentacién sélida y 60
horas en la fermentacidn liquida para llegar a la maxima acumulacion de biomasa de

los cultivos utiizando 50 y 100 g/l de glucosa. Las curvas de crecimiento son también

muy parecidas a las reportadas en ese trabajo.
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Figura 3.1.2 Biomasa producida por Aspergillus niger C28B25 en fermentacion
solida con diferentes concentraciones de substrato inicial, los valores
experimentales se representan como simbolos y los valores ajustados por la
ecuacion logistica se representan como lineas continuas.

En la figura 3.1.3 se presenta la produccion de invertasa por Aspergillus niger, con

6.25 a 100 g/l de sacarosa inicial.

La actividad maxima de 215 U/l de invertasa se alcanzaron en el cultivo con 6.25 g/
de sacarosa inicial, con 12.5 g/l. Se obtuvieron 244 U/, con 25 g/l se obtuvieron 350
U/. Al utilizar 50 g/l de sacarosa se aicanzaron 500 U/l de invertasa y el cultivo con
100 g/l de sacarosa inicial produjo 1380U/I. El incremento con 100 g/l no corresponde
a lo esperado con la hipdtesis de que una alta cantidad de sacarosa en el substrato

inicial debe resultar en una baja produccion enzimatica debida a la represion

catabdlica.
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Figura 3.1.3 Produccion de invertasa por Aspergillus niger C28B25 en
fermentacién liquida con diferentes cantidades de sacarosa inicial.

Al comparar esta figura con la de crecimiento se puede observar que el aumento en
la produccién de invertasa con 100 g/l es mayor al aumento de la biomasa de los
mismos cultivos. De hecho parece que puede dividirse en dos grupos con el de 100
g/l de sacarosa como un cultivo sui generis, que no parece presentar represion
catabdlica, pero, si muestra limitaciones en la biomasa producida por el cultivo. Esto
puede explicarse de acuerdo con Xu y col. (1989) y Kubicek-Pranz y col. (1990)
quienes afirman que la presencia de 50 gramos 0 mas de una fuente de carbono de
facil asimilacion como sacarosa o glucosa induce la sintesis de una alta
concentracion de Fru-6P. La concentracién de Fru-6P regula la velocidad de la
glucdlisis, lo que a su vez modifica la concentracién de piruvato resultante, el cual
afecta la velocidad del ciclo de Krebs por medio de la regulacion de la citrato

sintetasa. Cuando la concentracién de piruvato es muy alta, la Fru-6P se desvia
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hacia el ciclo de las pentosas, y provoca la substitucion del ciclo de Krebs por el ciclo
anaplerotico del citrato, en el cual no se produce NADH. Todo lo anterior obliga a
utilizar a la glucdlisis como fuente principal de ATP, lo que obliga a un mayor
consumo de glucosa y fructosa. Lo que de acuerdo con Nielsen, (1992) podria ser
responsable de una produccion aumentada de invertasa en cultivos liquidos con alta
concentracion de sacarosa o glucosa.

En la figura 3.1.4 se presentan las curvas de produccion de invertasa por Aspergillus

niger C28B25 con concentraciones crecientes de sacarosa inicial.
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Figura 3.1.4 Produccién de invertasa por Aspergillus niger C28B25 en
fermentacion sélida con diferentes cantidades de sacarosa inicial.

Los cultivos con 6.25 g/l de sacarosa produjeron 220 U/l de invertasa, con 12.5 g/l de
sacarosa la produccion maxima de invertasa se alcanzé con 713 U/, en los cultivos

con 25 g/l de sacarosa la invertasa llegé hasta 2128 U/l, con 50 g/l de sacarosa se

49




alcanzaron las 3460 U/l, al afiadir 100 g/l de sacarosa inicial al cultivo se obtuvieron

4650 U/l de invertasa.

La figura 3.1.5 muestra la concentracion de azucares residuales en fermentacion

liquida.
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Figura 3.1.5 Concentracion de azucares residuales (Az Res) en cultivos de
Aspergillus niger C28B25 en fermentacion liquida con diferentes cantidades de
sacarosa inicial.

En la figura 3.1.5 se observa que durante la fase de adaptacién de los cultivos (24 h)
el consumo de sacarosa fue muy bajo. Después de este tiempo, la sacarosa fue
consumida de manera continua y se agotd entre las 60 y las 72 horas de

fermentacion. Es de especial interés indicar que la sacarosa fue consumida casi

totalmente en todos los cultivos, hasta en aquellos con 100 g/l de sacarosa, ya que
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en este cultivo el consumo de la substrato resulta muy alto dada la baja cantidad de
biomasa que se produjo.
En la figura 3.1.6 se muestra la concentracion de azucares residuales en

fermentacion solida.
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Figura 3.1.6 Concentracién de azucares residuales (Az Res) en cultivos de
Aspergillus niger C28B25 en fermentacién sélida con diferentes cantidades de
sacarosa inicial.

El consumo de sacarosa en fermentacion sélida se inicié tras 12 horas, lo que podria
corresponder con el tiempo de germinacién de los cultivos. La sacarosa se agoto
alrededor de las 42 a las 48 horas en todos los niveles de sacarosa inicial. El
consumo total de sacarosa se llevo en menor tiempo en fermentacion sélida que en

fermentacion liquida y esto se correlaciona con los resultados presentados en esta

seccion, donde los cultivos sdlidos tienen una mayor velocidad de crecimiento y

51




mayores rendimientos de biomasa por g de substrato mas altos que en la
fermentacion liquida.
La figura 3.1.7 muestra los perfiles de pH de cultivo de Aspergillus niger en

fermentacion liquida con cantidades crecientes de sacarosa inicial.
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Figura 3.1.7 Perfil de pH de cultivos de Aspergillus niger C28B25 en
fermentacion liquida con diferentes cantidades de sacarosa inicial.

Puede observarse que todos los cultivos presentaron un descenso en el valor de pH
durante el tiempo de cultivo, y esta disminucion es mayor al aumentar de la cantidad
de sacarosa inicial. En especial os cultivos con 50 y 100 g/l de sacarosa inicial
mostraron una mayor disminucién del pH durante los tiempos finales de
fermentacion. Este comportamiento, unido a la baja produccién de biomasa, podria

atribuirse a la produccion de acidos organicos y polioles liberados al medio de cultivo.
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En la figura 3.1.8 puede observarse que los cultivos siguieron perfiles de disminucion
de pH muy parecidos entre si y que el cultivo de 6.52 g/l en medio sdlido mostré un
pequefio ascenso del pH al final de la fermentacion, mientras que el cultivo de 100 g/l
de sacarosa presentd los valores mas bajos de pH de todos. Los valores de pH
fueron en casi todos los casos general mayores que los obtenidos en fermentacion
liquida. Lo que indica una menor producciéon de acidos organicos en fermentacion

sélida
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Figura 3.1.8 Perfii de pH de cultivos de Aspergillus niger C28B25 en
fermentacion soélida con diferentes cantidades de sacarosa inicial.
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En la tabla 3.1.9 se muestran los valores obtenidos para los parametros cinéticos de

Asperygillus niger en fermentacion sélida y liquida con concentraciones crecientes de

sacarosa inicial, como fuente de carbono.

Tabla 3.1.9 Parametros calculados para Aspergillus niger en fermentacién

sélida y liquida.

So (g H Yerx Ys ds qr
Liquido] Sélido |Liquid | Sélido |Liquido| Sélido |Liquido]| Sélido |Liquido|Sélido

625 | 0.09 | 017 23%.0 906 | 0.16 | 050 | 058 | 0.35 | 22.14 [15.66

r2 099 | 099 | 0.85| 0.98

125 | 018 | 017 [ 811 1585 | 023 | 038 | 0.76 | 045 | 14.30 |27.35

r2 099 | 099 090 098

25 015 | 026 | 480 | 2734 | 027 | 036 | 057 | 071 | 7.33 |70.04

r2 099 | 099 | 094 | 0.99

50 013 | 020 | 437 | 2081 | 024 | 038 | 052 | 052 | 549 |41.36

r2 099 | 099 [ 098 | 096

100 | 014 | 022 [ 859 | 1483 | 015 | 032 | 094 | 070 | 11.77 |33.25
099 | 99.00 [ 0.97 | 0.90

Se muestran los valores obtenidos de los ajustes de la u,la Ygx, junto con los

valores de correlacidn de los valores experimentales y los valores caiculados para

ambos parametros.

Los valores de correlacién de los ajustes son altos para ambos parametros

Es de especial importancia comentar los altos valores de correlacién de los ajustes

de la Ygix lo que nos permite afirmar que la produccidn de invertasa esta al menos

parcialmente relacionada con la produccion de biomasa en ambos tipos de cultivo,
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sin embargo el nivel de analisis de este trabajo impide determinar el nivel exacto de
relacidon entre ambas.

Las tendencias de los valores se presentan y analizan en las paginas siguientes.

La figura 3.1.10 muestra los valores de n obtenidos para los cultivos de fermentacién

liquida y fermentacién solida de Aspergillus niger con concentraciones crecientes de
sacarosa inicial.
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Figura 3.1.10 Velocidad especifica de crecimiento (u) de Aspergillus niger
C28B25 con diferentes concentraciones de substrato inicial en fermentacion
liquida (O) y fermentacion soélida ().

Los cultivos de fermentacion liquida presentan valores de w entre 0.1 a 0.14 con un
maximo de 0.17 a los 12.5 g/l de sacarosa inicial. Los cultivos de fermentacién sélida
estan entre 0.15 a 0.22, con un maximo de 0.26 con 25 g/l de sacarosa inicial. El
coeficiente de correlacién ( r?) entre los valores experimentales y los ajustados por la

ecuacion logistica fueron superiores a 0.98 en todos los casos. Las curvas de u en

sdlido y en liquido siguen tendencias muy parecidas aunque los valores de
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fermentacion solida son mayores que los de fermentacidon liquida para todos los
valores de sacarosa inicial, las diferencias no son muy grandes.
En la figura 3.1.11 se muestran ios valores de biomasa maxima obtenidos en

cultivos de fermentacion solida y liquida.
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Figura 3.1.11 Biomasa maxima (Xmax) producida por Aspergillus niger C28B25
con diferentes concentraciones de substrato inicial en fermentacién liquida (O)
y fermentacion sélida (O).

En esta figura se puede observar que en FL, la biomasa se acumulé de manera
proporcional al aumento de la sacarosa inicial de 6 25 hasta 25 g/l; pero al aumentar
la sacarosa, la biomasa maxima aumenté en menor medida. Los valores de biomasa
maxima obtenidos en FS aumentaron con la concentracién de sacarosa inicial para
todas las concentraciones iniciales de sacarosa.

Los valores obtenidos para las concentraciones de 50 y 100 g/l de sacarosa en FL

son parecidos a los reportados por Favela-Torres y col. (1996 y 1998), en donde se

th
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reportaron valores de alrededor de 15 g/l de biomasa al cultivar A. niger con 50 y 100
g/l de sacarosa como fuente de carbono. Lo mismo pasa con el valor de biomasa
obtenida en fermentacion soélida con 100 g/l de’ sacarosa, de 32 g/l, valor muy
parecido al reportado en ambos trabajos de Favela-Torres y col. (1996, 1998)
cultivando A. niger en amberlita con 100 g/l de glucosa como fuente de carbono. Sin
embargo, los valores reportados en 50 g/l de glucosa son de 33 g/l, mientras que en
este trabajo se obtuvieron 14 g/l. Es dificil explicar esta diferencia en los valores de
50 g/l de sacarosa inicial y de hecho los valores reportados por Favela-Torres y col.
(1996, 1998) estan por arriba de los valores normales reportados para esta cantidad
de carbono (alrededor de 20g/l). Esta diferencia puede estar relacionado al hecho de
gue en esos trabajos la biomasa no se determind de manera directa, sino por medio
de la determinacion de las proteinas presentes en el cuitivo, de manera que si por
alguna causa se sobreproducen proteinas los valores de la biomasa que se obtienen
serfan mayores a la biomasa real obtenida.

La diferencia en la biomasa maxima se acentud al aumentar la concentracion inicial
de sacarosa inicial. Esto ha sido atribuido a la limitacidn en la capacidad de
crecimiento de Aspergillus niger en FL con altas concentraciones de fuente de
carbono. En este caso el factor limitante obvio para el crecimiento de A. niger es la
disponibilidad de oxigeno debido a la baja solubilidad del oxigeno en el medio de
cultivo, lo que ya ha sido postulado en el trabajo de Righelato (1975), quien reporta
que la limitacidon de la cantidad de oxigeno en el medio de cultivo limita el crecimiento

de los hongos filamentosos. A pesar de ser organismos aerdbicos estrictos son
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capaces de crecer con concentraciones de oxigeno muy bajas, pero requieren de
altas concentraciones de oxigeno en el medio para alcanzar su crecimiento maximo.
Mavituna y Sinclair, (1985) puntualizaron esta limitacién de la fermentacién liquida
con la siguiente frase: “Es posible suplementar facilmente altas concentraciones de
substratos a los cultivos liquidos, pero algunos sélidos no solubles, liquidos que
forman fases o gases poco solubles como el metanol y el oxigeno, representan un
problema importante para este tipo de fermentacion, de todos estos, es el oxigeno el
mas importante, de hecho la mayoria de los procesos microbianos que se realizan en
fermentacion sumergida estan limitados por oxigeno”.

En la figura 3.1.12 se muestra el perfil de rendimiento de biomasa por gramo de

substrato consumido (Yxs) en fermentacién sdélida y liquida.
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Figura 3.1.12 Rendimiento de biomasa por gramo de substrato consumido
(Yws) por Aspergillus niger C28B25 en fermentacion liquida (O) y fermentacion
soélida (0OJ) con diferentes cantidades de substrato inicial.
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En fermentacion liquida puede observarse que el Yxs aumenta hasta 25 g/l con un
valor maximo 0.27. Al aumentar la concentracion inicial de sacarosa hasta 100 g/l se
observa una caida importante en el rendimiento del cultivo, hasta 0.15. En FS se
observa una disminucion del rendimiento del cultivo al aumentar la sacarosa de 6.2 a
25 g/l de 0.45 a 0.36, mientras que al incrementar la sacarosa de 50 a 100 g/l la Yxs
se mantiene alrededor de 0.3, por lo que no se observan diferencias importantes en
el rendimiento de la fermentacidn sélida con altas concentraciones de sacarosa.

Aun cuando los valores de Yxs de fermentacion liquida son menores a ios reportados
por Favela-Torres y col. (1996) para la fermentacién liquida. Los valores de biomasa
obtenida son muy parecidos en ambos cultivos. Por lo cual, la diferencia en los
valores de la Yxs puede deberse a que los cultivos de este trabajo consumieron mas
substrato. La disminucidon del Yys en los cultivos liquidos con alta concentracién
inicial de sacarosa podria estar relacionado con la baja velocidad de transferencia de
oxigeno en este tipo de fermentacion, puesto que es bien sabido que los matraces en
agitacion (FL) no permiten una buena transferencia de masa cuando la demanda de
oxigeno es ailta (Pirt, 1975). De acuerdo con la literatura esto podria resultar en la
desviacion del metabolismo hacia la sintesis de acidos organicos y polioles.
Provocando una menor conversion del carbono del substrato en biomasa (Righelato,
1975). Por otra parte en fermentacion solida la transferencia de oxigeno podria
realizarse mas rapidamente debido a que existe solo una delgada capa de agua

entre el aire y la biomasa, 10 que puede permitir un metabolismo aerdbico con alto

rendimiento de biomasa.
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De acuerdo con Righelato (1975) y Favela-Torres y col. (1998), el crecimiento de
Aspergillus niger en fermentacion liquida esta limitado por la concentracidén de
oxigeno en los cultivos debido a la baja solubilidad de este en el medio de cultivo.
Esto esta de acuerdo con Berry y col. (1977) quien afirma que la baja tensién de
oxigeno en los medios de cultivo induce rutas metabdlicas que disminuyen la
produccién de biomasa y proteina en los cultivos liquidos de Aspergillus sp. De
acuerdo con Mukhopadhyay y Ghose (1976), en muchas fermentaciones aerdbicas,
el crecimiento celular varia con la capacidad de aireacion del sistema. Cuando los
niveles de oxigeno en el medio de cultivo se vuelven limitantes para el
microorganismo, la fosforilacion oxidativa se desacelera y la glucélisis se convierte
en la fuente principal de ATP. De tal manera que, una disminucién importante en la
cantidad de oxigeno disponible representa una disminucidn muy grande de la
cantidad de energia disponible para la célula y, por lo tanto, para su crecimiento. Se
requieren experimentos adicionales para probar de manera directa esta idea, los
cuales se enumeran la seccion de propuestas.

La figura 3.1.13 muestra la tasa especifica de consumo de substrato (qs) de
Aspergillus niger en fermentacién sélida y liquida, con concentraciones crecientes de
sacarosa inicial.

La tasa especifica de consumo de substrato en fermentacién sélida es muy parecida
a la de fermentacion liquida paré las concentraciones de saéarosa inicial estudiadas.
El valor que presenta diferencias mas grandes son los de 100 g/l, con 0.7 para

fermentacion sélida y 0.94 para fermentacioén liquida. Los cercano de los valores de
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debe a que en liquido hay una menor cantidad de biomasa, pero esta consumio el

substrato a una tasa mas alta.
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Figura 3.1.13 Tasa especifica de consumo de substrato (qs) de cultivos de
Aspergillus niger C28B25 en fermentacion liquida (O) y fermentacién sélida (O)
con diferentes cantidades de sacarosa inicial.

Los resultados presentados en esta figura coinciden con los resultados presentados
con anterioridad en esta seccion y muestran de manera congruente que los cultivos
de fermentacidon solida parecen necesitar una menor cantidad de substrato para
crecer en fermentacion sélida que en fermentacidén liquida. Esto podria estar
relacionado con un metabolismo aerdbico de alta eficiencia en fermentacion sdlida y
el metabolismo micro o anaerdbico en fermentacion liquida. Este metabolismo
requiere de un mayor consumo de substrato que no es completamente oxidado y por
lo tanto rinde una menor cantidad de ATP. Esto junto con la induccion de rutas

metabdlicas de formaciébn de productos secundarios en los cuitivos liquidos,
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disminuye la cantidad de carbono que puede ser asimilado para la formacién de
biomasa. Estos procesos pueden ser representados de manera simple por el
siguiente esquema, adaptado de Pirt (1975):

De acuerdo al balance propuesto por Pirt (1975):

Carbono total = Biomasa + CO, + Productos.

La cantidad de biomasa , CO; y productos suman el total de carbono consumido por
el hongo y el destino final del carbono consumido depende de las condiciones de
cultivo, la carencia de oxigeno aumentaria el flujo de carbono hacia productos
secundarios reduciendo la sintesis de ATP y por ende la formacién de biomasa,

disminuyendo el valor de Yxss, tal como se explicé con anterioridad.
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Figura 2: Diagrama simplificado de la asimilacién y destino del carbono en
hongos filamentosos.




En la figura 3.1.14 se muestran los valores de rendimiento de enzima de gramo de

biomasa producida por Aspergillus niger C28B25 en fermentacion liquida y sélida.
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Figura 3.1.14 Rendimiento de enzima por gramo de biomasa producida (Ygx) de
cultivos de Aspergillus niger C28B25 en fermentaciéon liquida (O) y
fermentacion sélida (O) con diferentes cantidades de sacarosa inicial.

La FS mostré un maximo de rendimiento por gramo de biomasa producida con 25 g/l
de sacarosa (270 U/gX). La Ygx disminuyé al aumentar los niveles de sacarosa
inicial en el cultivo a 148 U/gX con 100 g/l de sacarosa inicial. En la FL la actividad
especifica de los cultivos disminuyd al aumentar la concentracion inicial de sacarosa
en el medio hasta los 50 g/l (44 U/gX). Al incrementarse la sacarosa a 100 g/l la Ygx
del cultivo aumenté a 86 U/gX. Este aumento parece estar relacionado con la
utilizacion de la glucdlisis como fuente principal de ATP en los cultivos liquidos con

altas concentraciones de sacarosa inicial, como se explico anteriormente (Xu y col..
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1989; Kubicek-Pranz y col., 1990; Nielsen, 1992) . Esto obliga a aumentar la sintesis
de invertasa a fin de cubrir la mayor necesidad de glucosa como fuente de carbono
para la produccion de ATP. El valor de la Yeix se calculo por el ajuste lineal de los
datos experimentales de la parte ascendente de la produccidn enzimatica contra la
produccién de biomasa para cada una de las condiciones estudiadas, los valores de
correlacion entre los datos experimentales y las lineas ajustadas son muy altos, solo
el de liquido con 6.25 g/l de sacarosa estuvo por debajo de 0.9. Esta alta correlacién
nos indica que la produccién enzimatica esta al menos parcialmente asociada con la
produccion de biomasa en ambos sistemas de fermentacion, aunque debido al
método de calculo no es posible.determinar el grado de asociacion que existe. Esto
nos permite afirmar que la mayor produccién de biomasa es la responsable de la
mayor produccion enzimatica en fermentacion sdlida.

En la figura 3.1.15 se muestran los valores de productividad enzimatica de cultivos

de Aspergillus niger en fermentacion sdlida y liquida.
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Figura 3.1.15 Productividad (P) de cultivos de Aspergillus niger C28B25 en
fermentacién liquida (O) y fermentacion sélida (O) con diferentes cantidades
de sacarosa inicial.

La productividad aumento en ambos tipos de cultivo, pero pasé de ser igual con 6.25
g/l de sacarosa inicial a ser mas de 5 veces mayor en FS (121 U/lh) que el valor de
FL (21 U/h) con 100 g/t de sacarosa inicial. Estas diferencias en los valores de
productividad comparativa de FS contra FL han sido reportadas antes por diversos
grupos. Acufa-Arglelles y col (1985) reportan que la FS resultd ser entre 6 y 51
veces mas productiva que la FL dependiendo del tipo de enzima medida. Lekha y
Lonsane. (1994) reportaron que la productividad del medio sélido para la produccion
de tanasa fue 5 veces mayor en FS que en FL.

En este caso la mayor productividad de los cultivos de FS es el resultado combinado

de la mayor velocidad de crecimiento, el mayor valor de Yy y el mayor valor de Ygx

de los cultivo de fermentacion sdlida comparados con la fermentacidn liquida.
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La figura 3.1.16 muestra los valores de la tasa especifica de produccidn enzimatica
ap (U/gXh) obtenidos para cultivos de Aspergillus niger en fermentacion liquida y

sdlida con diferentes concentraciones de sacarosa.
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Figura 3.1.16 Tasa especifica de produccion enzimatica (ge) en cultivos de
Aspergillus niger C28B25 en fermentacion liquida (O) y fermentacién sélida (OJ)
con diferentes cantidades de sacarosa inicial. Las lineas punteadas muestran
la tendencia de los puntos .

Como puede observarse en la figura 3.1.16, en los cultivos de fermentacion liquida,
la tasa especifica de produccién enzimatica qp de FL disminuye hasta un valor de
5.5 U/gXh con 50 g/l de sacarosa inicial y aumenta hasta 11.2 U/gXh con 100 g/l de
sacarosa inicial. Mientras que en FS el maximo se alcanzo con 70 U/gXh con 25 g/l
de sacarosa inicia y disminuyo hasta 31 con 100 g/l de sacarosa inicial.

Estas diferencias en qp podrian estar relacionadas con diferentes estados

metabdlicos para cada uno de los sistemas de fermentacion. De acuerdo con los
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resultados previos la diferencia en la gp esta relacionada con la mayor velocidad
especifica de crecimiento y la mayor Yg/x de los cultivos de FS.

Una explicacidn posible para el comportamiento de los cultivos de FL con respecto a
la transferencia de oxigeno podria estar en los trabajos de Sols (1969). Quien
observéd que la cantidad de oxigeno en el medio de cultivo parece regular
indirectamente la sintesis de glu-6-P, y basé en ello un modelo de regulacion de
transporte de carbohidratos y metabolismo en levaduras. Propone que el oxigeno
regula de manera indirecta la acumulacion de citrato al regular la velocidad de la
fosfonlacién oxidativa, al cual a su vez controla la actividad de la hexocinasa en la
glucdlisis, debido a la concentracion limitante de oxigeno, el metabolismo seria
desviado hacia la glucdlisis y hacia la fermentacion en las levaduras. Esto resulta en
el efecto Pasteur que se observa como una mayor produccién de hidrolasas y mayor
consumo de substrato con bajo crecimiento. Aun cuando Nielsen (1992) puntualiz
que los hongos no presentan el efecto Pasteur como tal, debido a que son aerdbicos
estrictos y no pueden generar suficiente energia para crecer por medio de la
conversidn de piruvato en etanol, acetato o lactato. Durante el cultivo liquido con baja
cantidad de oxigeno disuelto la fosforilaciéon oxidativa se convierte en un cuello de
botella con la acumulaciéon de etanol, acetato, lactato o intermediarios del ciclo de
Krebs por ejemplo acido citrico, esto ha sido observado por Xu y col. (1989) y por
Kubicek-Pranz y col. (1990) en Aspergillus niger, quienes observaron que al
aumentar la concentracion de sacarosa o glucosa por arriba de 50 g/l se satura la
fosforilacion oxidativa y se acumula citrato como una manera de poder desviar el
exceso de glucosa utilizada en la glucdlisis. Carter y Bull (1969) encontraron que la
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disminucién de la concentracion de oxigeno disuelto resulta en una mayor
distribucion de glucosa en la ruta de las pentosas, y debido a que el rendimiento
energético de la ruta de las pentosas es bajo, seria necesario aumentar el consumo
de glucosa cuando una mayor parte de la glucosa se metaboliza por ese medio
Todo lo anterior explica el aumento en el consumo de substrato y como
consecuencia el bajo rendimiento de biomasa por gramo de substrato consumido de
los cultivos de FL y por ultimo el por que los cultivos de 100 g/l no parecen presentar
represion catabdlica. Los resultados parecen confirmar que el hongo se encuentra
limitado por oxigeno en FL cuando se presenta una gran cantidad de substrato
inicial.

El aumento en la concentracién inicial de sacarosa tuvo efectos diferentes entre la FL
y la FS. Mientras, que en FS la Xmax aumentd y el rendimiento no se afectd de
manera significativa por el ‘aumento en la concentracidn de substrato inicial.
indicando que no existe una limitante obvia para este tipo de cultivo bajo las
condiciones estudiadas. En FL {a biomasa maxima (Xmax) €sta limitada, a pesar de
que se use una mayor cantidad de substrato inicial. Por 1o cual, el rendimiento de la
biomasa disminuy6 de manera significativa al aumentar la concentracién de substrato
inicial. Ambos resultados indican la presencia de una limitante que se agudiza al
aumentar la concentracién del substrato inicial y tal como se indicd en el parrafo
anterior esta limitante podria ser la cantidad de oxigeno en el medio de cultivo. Otro
aspecto interesante de las diferencias encontradas es la dispersién del medio de
cultivo sobre la superficie de cultivo de la fermentacién sélida. Esto podria hacer que

el cultivo se comporte como un lote alimentado donde 1a concentracidn de substrato
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se mantiene baja a pesar de la existencia de una alta concentracion de substrato
final, tal como ha sido postulado por Ramesh y Lonsane (1991B). Este
comportamiento ha sido reproducido en fermentacion liquida por Aguitar y Huitrén
(1987), quienes anadieron pequefias cantidades de acido galacturonico y glucosa a
cultivos de Aspergillus niger durante la produccidn de pectinasas con pectina como
fuente de carbono. Al mantener baja la concentracidon temporal de los represores
éstos produjeron un efecto de estimulacion para la produccion enzimatica en lugar de
la represion esperada. La explicacion de los autores es que bajas concentraciones
de glucosa o del represor adecuado en realidad sirven como inductores de la sintesis
de la hidrolasa correspondiente.

Los altos valores de correlacidn de los ajustes de Ygx permiten afirmar que la mayor
productividad de los cultivos de FS se debe a la combinacion del mayor rendimiento
de biomasa por gramo de substrato consumido y a la mayor Ygx de los cultivos
sOlidos. El aumento en la cantidad de biomasa con los niveles superiores de
sacarosa fue suficiente para mantener una mayor productividad enzimatica de los
cultivos de fermentacién sdélida, a pesar de la disminucion de los valores de la Ygx.
Todos estos resultados apoyan la idea de que en la fermentacion sélida existe una
alta disponibilidad de oxigeno que permite a Aspergillus niger mantener un
metabolismo aerdbico que resulta en una alta velocidad de crecimiento y por lo tanto

una mayor velocidad de consumo de substrato.
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3.2 Estudio de la produccion de invertasa por 3 cepas de Aspergillus niger en
fermentacion sdlida y liquida con 100 g/l de sacarosa inicial.

Se compard el crecimiento y la produccidn de invertasa por tres cepas de Aspergillus
niger en fermentacion liquida y sélida a fin de probar que las aiferencias reportadas
de FS y FL con altas concentraciones de sacarosa inicial, son resultado del sistema
de cultivo y no variaciones atribuibles a una sola cepa.

La figura 3.2.1 muestra el perfil de crecimiento de tres cepas de Aspergillus niger en

cultivo FLy FS.
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Figura 3.2.1 Crecimiento de las cepas Aa20 (A), N402 (B) y C28B25 (C) en
fermentacion liquida (O) y sélida(d) con 100 g/l de sacarosa inicial. Los valores
experimentales se representan como simbolos y los valores ajustados se
representan como lineas continuas.

El crecimiento de las cepas Aa20, N402 y C28B25 en FL es muy parecido entre si.
Las cepas presentan un tiempo de germinacién de entre 12 a 24 horas, después de

€so se presenta una fase de crecimiento continuo que puede durar hasta las 60
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horas, En la FS las cepas mostraron perfiles de crecimiento parecidos entre si, con
un periodo de adaptacion de alrededor de 12 horas. alcanzando la produccion
maxima a las 48 horas. Comparando las curvas de crectmiento (Fig 32 1A, By C)
se observa que fodas las cepas crecieron mas rapido y acumularon mayor cantidad
de biomasa en fermentacion sélida que en fermentacion liquida Los indices de
crecimiento especifico (u) fueron mayores en sohdo y Xmac fue tres veces mas
elevada en FS (34.5 g/l vs. 11.04 g/l) comparado con FL.

La Xmax €S estadisticamente significativa (p<0.01) y muestra claramente que A. niger
es capaz de crecer mucho méas en un soporte solido que en un matraz en agitacion
cuando el nivel de substrato es alto. En ambos sistemas de cuiltivo 1a Xmax €S muy
parecida entre las cepas.

Un examen microscépico de los cubos de PUF (seccion 3.4), mostré un micelio
enredado en la red de poliuretano con grandes espacios llenos de aire. Asi pues,
parece razonable la propuesta de que el cultivo en FS funciona como un cultivo en
superficie para el hongo, el cual por lo tanto no esta limitado por la transferencia de
oxigeno como en el caso del sistema de fermentacién liquida.

Los cultivos de fermentacién liquida mostraron pellets con un centro muy
densamente agregado o que seguramente aumenta los problemas relacionados con
la transferencia de oxigeno al interior de la biomasa, y podria ser un indicacion del
metabolismo de tipo microaerdbico o anaerdbico en la FL

La figura 3.2.2 (A, B, y C), muestran los tiempos de evolucién de los titulos de

invertasa para cada cepa.
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Figura 3.2.2 Produccién Ee invertasa por las cepas Aa20 (A), N402 (B) y C28B25
(C) en fermentacion liquida (O) y sélida(d).

Los circulos corresponden a los titulos medidos en experimentos con FL mostrando
un valor pico alrededor de las 60 horas y decreciendo mas tarde, la media de la
produccion maxima enzimatica (Emax) fue de 1179 = 138 U/l. Los cuadrados
corresponden a los titulos de invertasa medidos en experimentos con el sistema FS,
la media de la Emnay €s de 3663 + 228 U/l, mas del doble que en FL.

En el cultivo liquido de las tres cepas de Aspergillus niger Aa20, N402 y C28B25, hay
una fase de baja produccidn a 24 horas, tras esto la actividad de invertasa se
acumula de manera continua durante todo el tiempo de fermentacion hasta alcanzar
el maximo a las 60 horas, tras este maximo la actividad de invertasa disminuye en
las tres cepas. La produccidén de invertasa en fermentacion liquida parece ser la

misma independientemente de cada cepa. En esto pueden intervenir factores
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relativos a las limitaciones del medio y en el caso de que la cantidad de invertasa
producida por Aspergillus niger sea dependiente de la cantidad de biomasa se
explicaria el parecido por la limitacién del crecimiento por el sistema de cultivo.

La producciéon de invertasa por las tres cepas de Aspergillus niger en fermentacion
solida presenta un periodo de baja produccion alrededor de las 24 horas, tras este
periodo la produccién de invertasa se incrementa de manera exponencial hasta las
36 horas y 48 horas de cuitivo. Tras este periodo la actividad de invertasa tiende a
disminuir pero parece hacerlo a un ritmo diferente para cada cepa. Las diferencias
que se presentan en fermentacion sdlida no parece estar relacionada con
limitaciones intrinsecas del medio o sistema de cultivo y en el que las limitaciones de
produccioén que se observan son las relativas a cada cepa.

En la tabla 3.2.3 se muestran los resultados obtenidos a partir del crecimiento de las
cepas AA20, N402 y C28B25 en fermentacién liquida y sélida. Los resuitados
obtenidos se compararon por analisis estadistico de ANOVA de una sola via.

No se encontré diferencia estadistica en el rendimiento de enzima por gramo de
biomasa producida entre los experimentos FL y FS. Mientras que las cepas C28B25
y Aa20 mostraron valores de Ygx mas altos en FS que en FL, la cepa N402 mostrd
un valor de Ygx méas alto en FL que en FS, aun cuando los valores para cada cepa
en FL y FS fueron cercanos.

La productividad enzimatica (P=U/hl) se estimd en término volumétrico, debido a que
se utilizd el mismo volumen en ambos sistemas de cultivo. Se tomé el valor de
produccion maxima de cada cepa y todas las cepas mostraron una mayor
productividad en FS que en FL, tal como ha sido previamente reportado por Solis
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Pereira y col. (1993); Lekha y Lonsane (1994) y Acufa-Arguelles y col, (1995), estos
autores reportaron que los cultivos por FS produjeron niveles de produccién
enzimatica mas aita y en menor tiempo que los que en FL, y atribuyeron este
comportamiento principalmente a diferencias en la induccion y represién enzimaticas
(Solis-Pereira y col. , 1993); o a diferencias en la calidad de las enzimas producidas
en cada sistema de cultivo (Lekha y Lonsane, 1994; Acuiia-Argiielles y col., 1995).

Tabla 3.2.3 Biomasa, produccion enzimatica, velocidad de crecimiento,

productividad volumétrica y productividad por gramo de biomasa de tres cepas
de Aspergillus niger en fermentacion liquida y sélida.

Xmax (gX/1) Emax (U/1) u (1/h) Yex (U/gX) Prod (U/th)
Parametros| Liquido | Sélido | Liquido | Sélido {Liquido!Sélido|Liquido{Sélido|Liguido|Sélido
AA20 13.6 | 39.6 | 1261 | 3411 0.12 |0.16| 79 98 21 71
0.99 {0.99] 0.88 10.86
N402 9.5 31.9 { 1020 | 3089 | 0.11 |{0.14| 113 [ 109 | 17 64
0.97 [0.99( 0.93 [0.90
C28B25 12.6 | 30.3 | 1258 | 4487 | 0.14 [0.21 87 | 151 21 125
0.99 {0.99] 0.93 {0.87
prom 11.9 | 33.9 | 1180 | 3662 | 0.12 |0.17| 93 | 119 19.7 | 86.7
Desv std 2.1 4.9 138 732 | 0.02 |0.04| 18 28 | 2.30 | 33.05
Pr>F 0.002 0.004 0.086 0.24 0.025
F 49.85 33.29 5.15 1.91 12.28
Sig ** * ns ns *

Nuestros resultados muestran que no solo existe una mayor produccion de biomasa
en FS comparada con la FL, si no que la velocidad de crecimiento en FS es también
mayor que en FL, esto resuita en mayores cantidades de biomasa acumulada en FS
en menor tiempo. Debido a que no encontramos diferencias significativa en los

valores de Yg/x entre fermentacidn sélida y fermentacion liquida y a que los valores
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de correlacion obtenidos en el calculo de la Ygx son altos, podemos pensar que la
produccion de invertasa esta ligada al menos parcialmente de manera directa a la
produccién de biomasa en ambos sistemas de cultivo con 100 g/l de sacarosa inicial.
Y por lo tanto, la produccién enzimatica quedaria determinada por la capacidad del
cultivo para acumular biomasa. Al ser mayor y mas rapida la produccion de biomasa
en fermentacion sélida esto podria explicar tanto los mayores niveles de produccidn
como la mayor productividad de los cultivos sélidos.

Las diferencias observadas en este experimento podrian ser inherentes a las cepas
utilizadas y depender del origen de cada una de las cepas. Este resultado es
consistente con la propuesta de que ciertas cepas parecen estar mejor adaptadas
para alguno de los sistemas de cultivo (Shankaranand y col., 1992; Antier y col.,
1993). El hallazgo mas importante de esta seccion del trabajo es la confirmacién de
que las diferencias encontradas entre fermentacion sélida y fermentacién liquida no
parecen ser dependientes de la cepa de Aspergillus niger utilizada, sino que
dependen del sistema de cultivo. Estos resuitados se publicaron en el trabajo titulado
“Invertase production by Aspergillus niger in submerged and solid-state fermentation”,

que se incluye en el anexo 1.
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3.3 Estudio de la secrecion de invertasa por Aspergillus niger C28B25 en
fermentacion sélida y liquida con 100 g/l de sacarosa inicial.

Se cultivd Aspergillus niger C28B25 con 100 gramos de sacarosa como fuente de
carbono, a fin de analizar la produccion intra y extracelular de la invertasa. La
produccion de proteasas se compard entre ambos sistemas de cultivo. Se comparo
la acumulacion y el consumo de monosacaridos en los cultivos de ambos sistemas
de cultivo

En la figura 3.3.1 se muestra la acumulacion de biomasa de la cepa C28B25 en

fermentacion liquida y sélida con 100 g/l de sacarosa como fuente de carbono.
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Figura 3.3.1 Biomasa producida por Aspergillus niger C28B25 en fermentacién

liquida (O) y fermentacidn sélida (O) con 100 g/l de sacarosa como fuente de
carbono.

Se observa que en fermentacion liquida la biomasa presenta una fase de adaptacién

larga con un aumento de la biomasa muy pronunciado entre las 48 y las 60 horas, la
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biomasa acumulada pasa de aproximadamente 4 g/l hasta 11 g/l en solo 12 horas y
es a las 60 horas cuando se inicia la esporulacion de los pellets del cultivo, posterior
a este momento la acumulacién de biomasa disminuye llegando a 12 g/l a las 72
horas. Los resultados de fermentacion solida presentan un perfil parecido a los de
fermentacion liquida; la fase de adaptacion es mas corta, aproximadamente 18 horas
y la fase de crecimiento exponencial llega hasta las 42 horas momento en que se
inicia la esporulacion en el cultvo, para ese momento se han acumulado
aproximadamente 32 g/l de biomasa, valor que se incrementa muy poco para el final
de la fermentacion = 33 g/l a las 48 horas. Aun cuando los dos cultivos presentan una
curva clasica de crecimiento formada por la fase de adaptacion, crecimiento
exponencial y fase estacionaria, l0s tiempos y relaciones entre ellos son diferentes.
Andres y Peberdy (1974) observaron que altas concentraciones de glucosa o
sacarosa en el medio de cultivo en fermentacion liquida resultaron en un retraso
importante en los tiempos de crecimiento y produccion de invertasa por Aspergillus
nidulans en fermentacion liquida. De acuerdo con Nielsen (1992) este retraso podria
estar relacionado con la alta concentracion de sacarosa en el medio, que actua como
inhibidor de la germinacion y alarga el tiempo de adaptacion.

La figura 3.3.2 presenta los perfiles de secrecion de invertasa por Aspergillus niger

C28B25 cultivada en fermentacion liquida y solida con 100 g/i de sacarosa.

En la curva de produccion de invertasa de fermentacidn liquida se pueden observar
lo que parecen ser dos fases de produccion, la primera aicanza un maximo de 400

U/l a las 36 horas y la segunda, que se inicia a las 48 horas y alcanza el maximo de
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1500 U/l a las 60 horas. La produccion de invertasa en fermentacién solida se inicia
lentamente durante las primeras 24 horas con sélo 500 U/l y presenta un aumento
importante entre las 24 y las 36 horas. Tras ese tiempo la velocidad de produccion de
invertasa disminuye para alcanzar un maximo de 4600 U/l a las 42 horas. Tras ese

tiempo la actividad de los extractos disminuye.
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Figura 3.3.2 Produccion de invertasa extracelular por Aspergillus niger C26B25
en fermentacidn liquida (O) y fermentacion sélida () con 100 g/l de sacarosa.

Los perfiles de produccion de invertasa en ambos sistemas de cultivo siguen los
perfiles de’crecimiento presentados en la figura 3.3.1, lo que ratifica que la
produccion de invertasa esta ligada al crecimiento de la biomasa en ambos medios
de cultivo.

En la figura 3.3.3 puede observarse que la invertasa intracelular se acumula mas

rapidamente en el cultivo y representa a la mayoria de la actividad de invertasa en

durante todo el tiempo de cultivo.
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Figura 3.3.3 Comparacién de la actividad intra (OJ), extracelular (<) y total (O)
de invertasa por Aspergillus niger C28B25 en fermentaciéon liquida. La
invertasa total se representa como una linea punteada, ya que se obtuvo por la
suma de las otras dos.

La invertasa intracelular presenta un valor maximo de produccidon de 1500 U/
aproximadamente que es el mismo valor maximo obtenido para la invertasa
extracelular, con esto la produccién real de invertasa para este cultivo se eleva a
cerca de 2700 U/l. En el momento de maxima produccion intracelular se tienen 1500
U/l de invertasa y 500 U/l de invertasa extracelular, lo que da una fraccion intra-
extracelular 75/25%, lo que coincide con lo reportado por Peberdy (1994) quien
afirma que Aspergillus niger presenta el 70% de la invertasa total como invertasa
intracelular. Por otra parte, Vainstein y Peberdy (1990) observaron que,
aproximadamente el 50% de la invertasa total producida por Aspergillus nidulans en

fermentacion liquida esta asociada al micelio y parece estar localizada en el espacio
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periplasmico, aproximadamente el 60% de esta invertasa intracelular puede ser
liberada por accion de quimicos como el DTT y la proteasa K, y el resto se puede
liberar por accién mecanica. El hecho de que la invertasa intracelular se acumule
antes que la invertasa extracelular corresponde con la idea de que la invertasa
extracelular es el resultado del paso invertasa intracelular al medio de cultivo.

La figura 3.3.4 muestra los perfiles de produccion de invertasa intra y extracelular de

Aspergillus niger C28B25 en fermentacién sdlida.
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Figura 3.3.4 Comparacion de la actividad intra (), extracelular (<) y total (O)
de invertasa por Aspergillus niger C28B25 en fermentacion solida. La invertasa

total se representa como una linea punteada, ya que se obtuvo por la suma de
las otras dos.

Durante las primeras horas de fermentacién los extractos intra y extracelulares
presentan niveles de produccién que resultan equivalentes y a partir de las 24 horas

la invertasa intracelular pasa a representar un fraccion cada vez mas pequedia de la
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actividad extracelular. Esta se incrementa al tiempo que la actividad intracelular
disminuye. La actividad total maxima se alcanza a las 36 horas con cerca de 6800

UA.

Los resultados presentados en esas figuras corresponden con los hallazgos de
Lekha y Lonsane (1994), quienes encontraron que la tanasa producida por
Aspergillus niger en fermentacion sélida fue totalmente extracelular, mientras que en
fermentaciéon liquida y en fermentacién en superficie fue totalmente intracelular
durante las primeras 48 horas de cultivo. Tras ese tiempo se secretd el 83% de la
tanasa en fermentacién liquida y el 51% en fermentacidon en superficie. El
crecimiento en forma de micelio disperso ha sido reportado por Archer (1994) como
una forma de crecimiento mas favorable para la secreciéon enzimatica que el
crecimiento en forma de pellet o que podria ayudar a explicar los resultados
obtenidos.

Esta diferencia en la proporcion de secrecidn de enzimas se ha observado para
varias especies, como Neurospora crassa que presenta el 100% de la invertasa
intracelular, pero en cepas mutantes que no sintetizan pared celular el 90% de la
invertasa es extracelular. Esto se ha reportado también para protoplastos de
Aspergillus niger (Sorensen y col., 1996), lo que indica que la pared celular juega un
papel importante en la secrecidén de las enzimas al medio de cultivo. De acuerdo con
los modelos conocidos las enzimas se secretan hacia la punta de las hifas que es el
mismo lugar donde se sintetiza la pared celular, de tal manera que las enzimas se

mezclan con los componentes de la pared celular y difunden a través de la pared
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inmadura que presenta poros muy grandes, lo que permite la secrecion de enzimas
de hasta 300 KDa, mientras que los poros de la pared madura solo permiten el paso
de enzimas de 20 KDa (Peberdy, 1994).

Este proceso de difusion a través de la pared celular puede explicar también la
mayor secrecion de la invertasa en los cultivos de fermentacion sélida comparados
con los de fermentacion liquida. En fermentacion soélida, la invertasa puede difundir
libremente al medio de cultivo, mientras que en fermentacion liquida la invertasa
tendera a quedar atrapada al interior del pellet, dando como resultado una menor

liberacion al medio de cultivo, el proceso de secrecion se esquematiza en la figura 2.
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Figura 2: Esquema de secreciéon de hidrolasas por hongos filamentosos a
través de la punta de una hifa, 1) Reticulo endoplasmico, 2) Aparato de Golgi, 3)
Vesiculas de secrecion, 4) pared celular, 5) Espacio periplasmico, 6) Medio de
cultivo. Modificado de Peberdy, 1994,

De acuerdo con Peberdy (1994) y Archer y Peberdy (1997), las proteinas de
secrecion se sintetizan en los ribosomas asociados al reticulo endoplasmico (RE)

rugoso y al mismo tiempo se insertan dentro de la membrana del RE, esta membrana
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se separa y se une al aparato de Golgi, donde se lleva a cabo la maduracion de las
proteinas por medio de modificaciones postranscripcionales como la fosforilacion, la
glucolisis y la protedlisis. Una vez maduradas las proteinas, las vesiculas se separan
y se dirige hacia un cumulo de vesiculas de secrecion llamado ocasionalmente
SPITZENKORPER, el cual parece dirigir la dindmica de secrecion y en donde se
mezclan con vesiculas de secrecion de componentes de la pared, de ahi se dirigen a
la membrana celular, donde son liberadas por la fusidn de las vesiculas con la
membrana celular. Una vez en el espacio perplasmico, las proteinas difunden al
espacio extracelular, esta difusion depende del tamafio de la proteina, del grado de
maduracion de la pared y de la afinidad de la proteina por los componentes de la

pared (Archer y Peberdy, 1997).

En la figura 3.3.5 se muestra el perfil de consumo de azucares en fermentacién
liquida. Se observa la disrhinucic’m continua de la sacarosa durante las primeras 36
horas de fermentacidén. Esta disminucién comrespondid con la acumulacién de
glucosa y fructosa que alcanzaron su maximo al mismo tiempo. La fructosa se
acumuldé en mayor cantidad que la glucosa. Al final de la fermentacién, la glucosa fue
consumida casi en su totalidad, mientras que la fructosa quedé como remanente (9

gll).

Esta diferencia en el transporte de monosacaridos hacia en interior del hongo ha sido
ampliamente estudiada en Aspergillus niger y Saccharomyces cerevisiae por Torres
y col. (1996), De Winde y col. (1996), Walsh y col. (1996); Reinferberger y col.

(1997), Ye y col. (1999) quienes han establecido que la presencia de altas
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concentraciones de glucosa intracelular regula la induccidn y expresion de
transportadores especificos de otros monosacaridos de tal manera que al aumentar
la concentracion intracelular de la glucosa se inhibe la formacién de transportadores
de otros azucares y se impidé el ingreso de monosacaridos resultantes de la

hidrélisis de polisacaridos presentes en el medio de cultivo.
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Figura 3.3.5 Perfil de consumo de azucares por Aspergillus niger C28B5 en
fermentacion liquida con 100 g/l de sacarosa. Glucosa (0O), fructosa (&),
sacarosa (<) y azacares residuales (O).

De esta manera se impide la expresidn de otras hidrolasas por la presencia de
cantidades significativas de inductores debidos a la presencia de sus substratos en el
medio. Ko y col. (1994) y Goel y col. (1999) han llevado esta idea mas alla y han
relacionado la concentracion intracelular de la glucosa con el control metabdlico por

la FBP e indirectamente con la concentracién de piruvato, pues una alta

concentracion de piruvato unida a una alta concentraciéon de glucosa parece inducir
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la utilizacion de vias metabdlicas de fermentacion en Saccharomyces y la sintesis de
acidos organicos en hongos filamentosos. Tal como se explica en la seccion 3.1.
En la figura 3.3.6 se muestra el perfil de consumo de azucares por Aspergillus niger

en fermentacion solida con 100 g/l de sacarosa inicial.
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Figura 3.3.6 Perfil de consumo de azucares por Aspergillus niger C28B5 en
fermentacién sélida con 100 g/l de sacarosa. Glucosa (), fructosa (&O),
sacarosa (<) y azucares residuales (O).

En esta figura se observa que el consumo de sacarosa fue continuo durante todo el
tiempo de la fermentacién y a las 36 horas desaparecié del cultivo. Durante el tiempo
de cultivo se acumularon pequenas cantidades de fructosa y glucosa, la fructosa se
acumuld en mayor medida que la glucosa, 28 g/l y 17 g/l respectivamente. Al final de

la fermentacion la glucosa se consumid totalmente, mientras que los niveles de

fructosa se mantuvieron estables desde las 30 horas hasta el final del cultivo.




En las figuras anteriores se presentaron los perfiles de consumo de azucares en
fermentacion liquida y sélida respectivamente. Como puede observarse los azucares
se consumen completamente en cultivo sélido, mientras que en cultivo liquido los
azucares remanentes representan el 10% del valor inicial. Otro detalle importante es
que mientras que la glucosa es totalmente consumida hacia el final de ambas
fermentaciones, la fructosa representa entre el 60 y 90% de los azucares remanentes
totales. En ambos casos la esporulacidn corresponde con el agotamiento de la
sacarosa en el cultivo y la acumulacibn maxima de monosacaridos parece
corresponder con el mismo momento metabdlico en ambos cultivos.

Debido a que el consumo de carbohidratos esta normalmente limitado al ingreso de
monosacaridos, los disacaridos deben ser degradados por enzimas extracelulares
secretadas por el hongo antes de ser ingresadas al interior de la célula. Esto apunta
a la posibilidad de que la invertasa intracelular de FL en realidad este en el espacio
periplasmico y por lo tanto en contacto con el medio de cultivo, lo que explicaria la
degradacion de la sacarosa cuando los niveles de invertasa extracelular en el medio
de cultivo son bajos

En los hongos filamentosos la regulaciéon de la sintesis de invertasa se lleva a cabo
por medio de la regulacién del gen suc2. En condiciones normales, cuando la
concentracion de ATP es baja, la presencia de glucosa estimula la sintesis de una
serie de hidrolasas entre las cuales se encuentra la invertasa; al aumentar la
concentracion de giucosa producto de {a actividad de invertasa sobre el substrato del
cultivo, aumentan los niveles intracelulares de ATP y se activa el inhibidor creA, el
cual se une a los genes estructurales de las hidrolasas y se lleva a cabo la represion
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catabolica. En el caso de la fermentacion sélida los niveles de glucosa no aumentan
lo suficiente como para sobrepasar el nivel umbral para producir la respuesta de
represion, pero si para estimular el crecimiento y mantener la estimulacion de los
genes suc2, lo que explicaria la sintesis aumentada de hidrolasas por la adicion de
glucosa, tal como en los experimentos de Aguilar y Huitrdn (1987) explicados
anteriormente.

En el caso de la fermentacion liquida con altas concentraciones de sacarosa, lo que
se tiene es un cuadro metabdlicos donde la concentracién inicial de la glucosa actua
como estimulante de la sintesis de la invertasa, pero los niveles extracelulares de
glucosa aumentan rapidamente como resuitado de la hidrdlisis de la sacarosa. Esto
deberia producir la represion catabdlica de la invertasa, pero debido a la baja
concentracién del oxigeno en el medio de cultivo la concentracién intracelular de ATP
es baja, por lo que no se activa el represor creA y como resultado la invertasa no
s6lo no deja de producirse, sino que se estimula su produccién por gramo de
biomasa. Esto aumenta la concentracion de la glucosa en el interior de la célula y
junto con el cuello de botella de la fosforilacion oxidativa termina produciendo una
desviacion del metabolismo hacia la produccién de acidos organicos intermediarios
del ciclo de Krebs, especificamente la produccién de acido citrico en el caso de
Aspergillus niger. Este comportamiento ha sido reportado y aprovechado para la
produccion de acido citrico por Aspergillus niger (Carlson, 1987; Barford, 1990; Ko y
col., 1994; Torres y col., 1996; Goel, 1999).

Todos estos resultados indican que la alta produccion de biomasa es favorecida por

la una mayor disponibilidad de oxigeno. La mejor distribucion de altas
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concentraciones de substrato es un elemento clave para una mayor productividad de
la FS. El tipo de crecimiento en forma miceliar podria ser la razén de que se secrete

una mayor cantidad de invertasa extracelular en el tiempo del cultivo.

En la figura 3.3.7 se presenta la produccién de proteasa por Aspergillus niger
C28B25 en fermentacion liquida (O) y fermentacion sdlida (O) con 100 git de

sacarosa como fuente de carbono.
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Figura 3.3.7 Produccidén de proteasa extracelular por Aspergillus niger C28B825
en fermentacién liquida (O) y fermentacion sélida (O) con 100 g/l de sacarosa
como fuente de carbono.

En esta figura puede observarse que en la fermentacion liquida se secretan
proteasas al medio de cuitivo durante la germinacion y durante los ultimos tiempos

de la fermentacidon, mientras que la fermentacidn solida no presenta niveles

significativos de proteasas en el extracto del medio de cultivo durante el tempo de
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fermentacion. Este comportamiento ha sido hallado en repetidas ocasiones en
trabajos relacionados con el presente (Aguilar y col, 2000; Diaz-Godines y col., 2000
Comunicaciones personales) y ha sido reportado en la literatura por (Liu y col,
1998), lo que podria llevar a pensar que la fermentacion solida es un medio que
resulta favorable para la estabilidad de las hidrolasas producidas. Esto no ocurre en
los datos de este trabajo, donde la invertasa no resulta mas estable en la
fermentacién sélida que en la fermentacion liquida, ni en el trabajo de otros
investigadores, quienes han llegado a utilizar la fermentacién sélida como un sistema
muy eficiente para la sintesis de proteasas (Tao y col., 1997). Por lo que la falta de
produccién de proteasas en fermentacién sélida parece mas relacionada con las
condiciones de cultivo que con el tipo de cultivo.

Al analizar los tiempos de produccién de proteasas con los perfiles de actividad
enzimatica se observa que no parece existir efecto de las proteasas sobre la
estabilidad enzimatica de los cultivos. Por ejemplo, la fermentacion liquida no parece
presentar una disminucion de la actividad de invertasa como resultado de la
presencia de las proteasas en el cultivo, mientras que las enzimas producidas en
fermentacion sdélida no parecen ser mas estables que las de los cultivos liquidos. Una
posible explicacion es que el método de determinacién de proteasas no permite
determinar la actividad real de proteasas en los cultivos, sea por la falta de un
meétodo que nos permita medir todas las proteasas presentes en los cultivos o debido

a que las condiciones de los cultivos no sean propicias para la hidrolisis de la

invertasa por estas proteasas.
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3.4 Estudio de la morfologia de crecimiento de Aspergillus niger en
fermentacion sélida y liquida.

Se tomaron microfotografias para realizar la comparacion del tipo de crecimiento en
ambos sistemas de cultivo. Se realizaron medidas de los cultivos solidos.
En la figura 3.4.1 se muestran las microfotografias del crecimiento de Aspergillus

niger en fermentacion liquida con 100 g/l de sacarosa inicial.

Figura 3.4.1 Microfotografias del desarrollo de Aspergillus niger C28B25 en
fermentacioén liquida con 100 g/l de sacarosa inicial. A) Micelio con 12 horas de
crecimiento (100X). B) Pellet con 24 horas de crecimiento (100X). C) Pellet con
48 horas de crecimiento (100X). D) Pellet con 60 horas de crecimiento (50X).

Al principio del cultivo liquido se observa un crecimiento en forma de micelio

disperso. A las 24 horas se observa la formaciébn de una zona pigmentada con

90




micelio altamente compactado que sirve como centro de crecimiento para Aspergillus
niger en etapas posteriores de crecimiento. Tras 48 horas de cultivo puede
observarse la formacion de dos zonas dentro del pellet: el centro con micelio
altamente compactado y una zona de micelio joven sin compactacién. Al final de la
fermentacién se observa que la zona de micelio entrecruzado representa la mayor
parte del micelio total del cultivo y el centro del pellet sigue presentando una
pigmentacién obscura. Esta ha sido reportada como un paso incial de la
esporulacién en cultivo superficial, pero en fermentacion liquida esta presente desde
tiempos tempranos del ciclo de vida. Es en este momento cuando empieza a
observarse esporulacion en zonas de micelio por arriba de la linea de flotacion del
micelio, pero la esporulacién no se realiza en el intenor de la matriz liquida del
cultivo.

Mientras en cultivo superficial la mayoria de los hongos filamentosos, incluyendo a
los del genero Aspergillus, desarrollan hifas superficiales, sumergidas o aéreas, en
cultivo sumergido el crecimiento de las hifas es tridimensional, lo que da como
resultado una gran variedad de formas de cultivo de las cuales el crecimiento en
forma de pellet esférico es la mas comun. La formaciéon de los pellets esta regulada
por la agregacion de las esporas, los tubos germinativos y el micelio suelto y 1a baja
concentracion de O, que parece estar relacionada a una mayor velocidad de
ramificacion (Berry y col.,, 1977; Cocker y Greenshiel, 1977). En microbiologia
industrial se acepta de manera general que la forma de crecimiento mas adecuado
para la FL es en forma de pellet esférico debido a que facilita la filtracion. Pero, adun
cuando los pellets mejoran las propiedades de transferencia de oxigeno al interior del

91




hongo comparada con el micelio disperso, producen un centro anaerobico y el
crecimiento aerdbico se realiza solamente en la periferia del pellet y el centro del
pellet se forma una zona anaerobia donde se inducen otras rutas metabdlicas que
disminuyen el rendimiento de la biomasa y las proteinas (Solomon, 1875; Pirt, 1972).
Se ha sugerido que el crecimiento en forma de micelio se da como respuesta de
autotropismo negativo, debido a la acumulacién de toxinas en la vecindad de las
esporas, pero existe otra hipdtesis de que el tipo de crecimiento miceliar es una
respuesta quimiotrépica a los gradientes de oxigeno y nutrientes del medio y como
un método mas eficiente para cubrir todo el substrato rapidamente. El mezclado en
fermentacion liquida impide la formacion de gradientes lo que podria explicar el
crecimiento en forma de pellets (Laukevics y col., 1985).

Una observacion muy interesante de las microfotografias es la tincion diferencial que
se observa entre las puntas de las hifas y el micelio compacto. Estas diferencias
podrian estar relacionadas con dos fendmenos: el azul de metileno es un colorante
especifico de pared de hongos filamentosos y parece tener una mayor afinidad por la
glucosamina altamente entrecruzada, de esta manera las paredes mas viejas del
cultivo al tener una mayor concentracién de glucosaminas entrecruzadas tendran
mas afinidad por el colorante. El segundo evento es el entrecruzamiento de las hifas
que puede resultar en un menor lavado del colorante en la preparacién y contribuir a

dar un color mas obscuro en las fotografias (Johansen, 1940).

En la figura 3.4.2 se muestran las microfotografias de crecimiento de Aspergillus

niger sobre espuma de poliuretano.
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Figura 3.4.2 Microfotografias de Aspergillus niger crecidos sobre poliuretano
A) micelio tras 6 horas de crecimiento (100X). B) Detalle de micelio con 12
horas de crecimiento (400X). C) micelio con 36 horas de crecimiento (100X). D)
micelio con 42 horas de crecimiento (100 X).

Puede observarse (A) la presencia de centros de crecimiento miceliar filamentoso en
las trabéculas del poliuretano, en la parte derecha se puede observar el PUF tal
como es antes de crecimiento del micelio mostrando las trabéculas limpias y con una
delgada capa de agua. Puede observarse (B) que Aspergillus niger forma puentes
entre las trabéculas del poliuretano, usando estas mismas como soporte de
crecimiento. Al crecer en forma de zarcillo el micelio se adhiere alrededor de las
trabéculas y se ancla sobre el poliuretano. Puede apreciarse (C) la formacién de
redes de micelio que empiezan a llenar los espacios aéreo del poliuretano. Puede

observarse (D) que el micelio ocupa todo el espacio aéreo del poliuretano lo cual
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seguramente favorece un ambiente anaerobio y junto con el agotamiento de la fuente
de carbono se induce la esporulacion.
En la tabla 3.4.3 se muestran los valores obtenidos a partir de la medicidn directa de
las fotografias de fermentacion sélida.

Tabla 3.4.3: Medidas obtenidas en los cultivos de Aspergillus niger sobre

poliuretano.
Agujero Trabécula Capa de agua
(um) (um) (um)

Minimo 420 180 50
Maximo 2200 260 70
Promedio 787 201 62
Desviacion Standard 355 15 9
No. de muestras 100 100 - 50

Los valores mostrados en la tabla 3.4.3 se utilizaron para obtener el valor crudo de
relacidén a/v y la superficie de cuitivo, valores que podrian explicar algunas de las
diferencias encontradas entre fermentacién sélida y fermentacién liquida. Dado que
el grosor de la capa de agua es muy pequeno, la transferencia de oxigeno debe ser
muy alta de acuerdo con la ley de Fick. Esto junto con la relacién de a/v de 161
cm?/cm® y el valor de area total de cultivo de 4032 cm?, que representa una gran
superficie de intercambio de oxigeno, que ayudaria a mantener el suministro de
oxigeno necesario para cubrir los requerimientos de oxigeno de la fermentacion

sélida con altas concentraciones de sacarosa.
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Las fotografias reproducen los eventos de crecimiento reportados por Auria y col., en
1990 y 1993, quienes crecieron Aspergillus niger en amberlita como substrato inerte,
las microfotografias obtenidas en este trabajo muestran las siguientes fases de
crecimiento:

1. Germinacion, se observa la formacion de centros de germinacion con poco
crecimiento (0-6 horas).

2. Crecimiento vegetativo: la elongacién de las hifas ocupa el espacio libre presente
en el poliuretano (12 a 36 horas).

3. Fase de limitaciéon del crecimiento: no se observa mas crecimiento del micelio
vegetativo, en este momento se ha agotado aproximadamente el 95% del substrato,
se inicia la formacién de las conidias. (42 a 48 horas).

4. Esporulacién: se forman las conidias en la punta de las hifas aéreas y las
cleistotecias y las conidias maduran (48 h).

Los tiempos y el tipo de crecimiento definidos por nosotros y por Auria y col. (1993)
son muy parecidos a los que obtenemos nosotros.

La diferencia principal entre estos dos sistemas de crecimiento es que en amberlita el
crecimiento se lleva a cabo por medio del crecimiento superficial y en el poliuretano
se lleva a cabo al interior del substrato.

La ramificacion tipica de los hongos filamentosos resulta en micelio suelto, que
termina llenando el espacio aéreo y el espacio disponible. Esto resulta ser la mayor

limitante para la capacidad maxima de crecimiento de los hongos en el substrato

sélido (Laukevics y col., 1985).
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Al calcular la densidad de crecimiento por volumen de reactor en lugar de volumen
de medio, se obtuvieron en promedio 13.6 gramos de biomasa por litro de reactor,
este valor esta muy lejano de los 80 g/t de biomasa que pueden llegar a obtenerse en
fermentacion liquida bajo las mejores condiciones. Laukevics y col. (1985) reportaron
densidades de biomasa por litro de reactor en fermentacion sélida de entre 5y 20
gramos de biomasa por litro de cultivo para diversos cultivos, mientras que Auria y
col. (1995) encontraron densidades de cultivo de 15 g/t de reactor, al parecer esta
limitacion se debe al llenado del espacio aéreo del soporte; aun cuando en este
trabajo no encontramos esta limitacién, al revisar las fotografias puede observarse
que el espacio aéreo del poliuretano se encontraba lleno al momento de Ia
esporulacién, 1o que indica que nos encontramos cerca de la saturacion del sistema.
Segun Laukevics y col. (1985), la saturacién del espacio aéreo en el soporte
empacado, es la mayor limitacion para el desarrollo de la fermentacién sélida, pero
esto, no impide que la fermentaciéon solida tenga una mayor productividad que la
fermentacion liquida.

Estas observaciones pueden ser de interés para caracterizar diversos soportes
solidos en funcion del area de contacto con la atmdésfera y del volumen intersticial o

del tamano del poro del material.

96




Espacio
aéreo

<« Micelio
disperso

T

Poliuretano

Figura 3: Esquema de crecimiento de Aspergillus niger en fermentacién sélida
sobre espuma de poliuretano, concebida a partir de las fotografias y las
mediciones realizadas.

En la FS puede observarse que la capa de agua que rodea al poliuretano es delgada,
esto es debido a la superficie por unidad de volumen del poliuretano. Esto facilita
enormemente la transferencia de oxigeno entre el aire y el hongo, tal como se
muestra en la figura 3. Ademas, el hongo se desarrolla hacia en espacio aéreo del
poliuretano. Lo que facilita aun mas la transferencia de oxigeno hacia la biomasa. Se
debe puntualizar que la transferencia de oxigeno sélo es efectiva en cultivos con
grandes espacios aéreos como el poliuretano, ya que los cultivos que utilizan
desechos agroindustriales como la pulpa de café o el bagazo de cafa o el salvado de
trigo estan obligados a ser aireados de manera forzosa para permitir el crecimiento

de organismos aerobicos (lkasari y Mitchell, 1998).
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Tbmasini y col. (1997), demostraron que el poliuretano no es un soporte adecuado
para la produccidon de acido giberélico, mientras que los soportes de origen
agroindustrial. como el bagazo de cafia les permitieron obtener altos niveles de
produccion y biomasa.

Lo anterior indica que se debe ser cuidadosos al elegir un substrato para
fermentacion sélida y cumplir con las normas estipuladas por Raimbault (1998) y por
Pandey y col. (1999), quienes afirman que uno de los pasos claves para la obtencion
de un cultivo sélido es la eleccidon de un soporte adecuado para el organismo y para

el proceso.
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Discusién general:

En los afios 70°s hubo un gran entusiasmo de que la fermentacién sdlida seria una
alternativa viable a la fermentacion liquida convencional, puesto que muchos
metabolitos de alto costo como enzimas, metabolitos primarios y secundarios pueden
ser producidos por éste método de cultivo, ademas se pensaba que la fermentacion
soélida podria ser una tecnologia importante para los paises en vias de desarrollo
debido a que la inversién inicial que se requiere es baja, el medio de cultivo es
normalmente barato y simple de preparar, la baja cantidad de agua utilizada
normalmente reduce el riesgo de contaminacioén del cultivo, la fermentacién sélida
ofrece condiciones de cultivo que son muy parecidas a las que existen en el habitat
natural del hongo ( Viniegra, 1988; Raimbault, 1998). Sin embargo, estas ventajas no
han podido explotarse a gran escala, debido a que hace falta un mayor conocimiento
que permita la utilizacidén de la fermentacidon sélida con substratos locales de bajo
costo y la produccién de metabolitos con procesos de baja tecnologia.

Hasta la fecha existe una falta importante de conocimiento basico y de ingenieria
relacionados con la fermentacién sélida. Mucho del trabajo que se ha realizado es
empirico o cualitativo, por lo que faltan datos cuantitativos y fisioldgicos basicos.
Pandey y col. en 1999 resumieron esta problematica con la siguiente frase: “esta
bien establecido que la fermentacidn sdélida es un sistema de cultivo mas productivo
que la fermentacién liquida, pero hasta la fecha no ha podido establecerse de

manera clara a que se debe este fendmeno”.
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Uno de los problemas principales para el estudio de la fermentacion sdlida es la
dificultad de medir la biomasa producida por métodos directos. Esto se debe a que
en la fermentacion sélida el micelio se desarrolla de manera intima con el soporte y lo
invade. Ademas, cuando se utilizan soportes biodegradables el hongo crece a
expensas del soporte impidiendo la determinacion de la cantidad de carbono
consumido por el hongo y dificultando la obtencién de un balance de carbono fiable.
Los intentos de determinar la biomasa producida en fermentacién sélida por medio
de la medicidn de las cantidades de componentes de la pared, proteinas o DNA, no
han sido fructiferas y en su mayoria son inexactas o sufren de interferencias debidas
al substrato. La utilizacién de soportes inertes ha tropezado con la modificaciéon de
las condiciones de cultivo por la presencia del soporte, como en el caso del uso de la
amberlita (Desgrandes y col., 1991; Roche y col., 1993; Auria y col., 1990, 1993,
1995; Raimbault, 1998).

El uso de soportes biodegradables ha dificultado también el estudio de la represion
catabdlica en fermentacion sélida, debido a que los soportes sdlidos de origen
vegetal inducen la sintesis de enzimas no deseadas, la co-induccidon de las enzimas
de interés o la interferencia del soporte con la determinacién de las actividades
enzimaticas de interés.

Uno de los problemas que se han enfrentado hasta el dia de hoy es que las
comparaciones entre la fermentacién sélida y la fermentacién liquida se han
realizado utilizando medios de cultivo diferentes, donde el medio de cultivo de
fermentacion sélida es normalmente mucho mas rico que el medio de fermentacion
liquida.
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La utilizacion de matraces agitados en este trabajo, aun cuando se sabe
ampliamente que se trata de sistemas que estan imitados por la baja transferencia
de oxigeno del aire al medio de cultivo, obedece a que se trata de los sistemas
normales de cultivo en laboratono y a que se trata del método de cultivo utilizado por
todos los investigadores que han realizado comparaciones entre fermentacion sélida
y fermentacion liquida (Henzler y Schedel, 1991).

La fermentacion sélida cuenta también con una serie de limitantes importantes antes
de poder desarrollarse como una alternativa wviable a gran escala para la
fermentacion liquida. La mas importante es la himitacion del crecimiento por la
saturacion del espacio aéreo, limitacidon que es fundamental en el medio sdlido
debido a que es inherente al soporte. Un soporte, para poder actuar como tal en
fermentacion sélida, debe ser un medio con una gran superficie de crecimiento por
unidad de volumen, usualmente con 10° a 10° cm%cm?, al aumentar esta superficie,
el espacio aéreo disponible para el crecimiento disminuira, por o que es importante
encontrar el equilibrio adecuado para el organismo de interés. Otra limitacion se
refiere a la utilizacion de soportes con propiedades mecanicas adecuadas: un
soporte que tienda a desmoronarse perdera su espacio aéreo y por ende tendra poco
crecimiento, si el soporte no absorbe suficiente agua no podra soportar el crecimiento
del microorganismo y si absorbe demasiada agua disminuira la actividad del agua lo
que inhibira el crecimiento, lo antenor nos da una indicacion de que la busqueda de
un substrato adecuado para la fermentacion sélida que se requiere es otra area de
estudio que merece ser tomada en cuenta (Raimbault, 1998; Pandey y col., 1999).

Ademas, la utilizacion de substratos de origen vegetal en fermentacion solida
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enfrenta problemas de difusion de oxigeno y de dispersidén de calor tal como lo han
afirmado Viniegra (1996), lkasari y Mitchell, (1998) y Marsh y col., (1998) lo que
dificulta el escalamiento de la fermentacion sdlida hasta niveles de interés industrial.
La utilizacion de altas concentraciones de fuente de carbono aumenta las diferencias
observadas entre fermentacion solida y fermentacion liquida probablemente debido a
que podria agudizar los problemas de transporte en la fermentacién liquida y explotar
la alta capacidad de crecimiento del hongo en FS, y representa una de las mayores
ventajas de la fermentacién sélida en la degradacién de substratos agroindustriales
(Viniegra, 1996).

Los resultados de este trabajo y los reportados en la literatura son muy consistentes
al demostrar que en la FL se presenta una acumulacién importante de azucares
reductores, mientras que en FS no existe tal, lo que podria explicar por que no se
presenta inhibicién para el crecimiento o fenédmenos de represidén catabdlica. Estos
fendmenos afectan la velocidad de crecimiento y, muy probablemente, la capacidad
de produccion enzimatica en fermentacion liquida. Este efecto puede derivarse
también de que en fermentacion sélida el medio de cultivo se esparce sobre toda la
superficie de cultivo, que en el poliuretano esta en el orden de 1*10° cm? por gramo,
lo que disminuye la concentracidn local de fuente de carbono y restringe la accién de
lasr hidrolasas liberadas por el microorganismo a la vecindad del micelio.

Es de interés particular en este trabajo la falta de represion catabélica en Aspergillus
niger al utilizar altas concentraciones de sacarosa como fuente de carbono. Esté

fendmeno que no se presenta con otras fuentes de carbono ha sido aprovechado en
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multiples ocasiones para aumentar la produccién de B fructo-furanosidasas por
Aspergillus japonicum (Chen y Liu, 1996), y que tiene un efecto muy importante en el
rendimiento de biomasa en la fermentacién liquida por arriba de 50 g/l de sacarosa
como fuente de carbono (Nielsen, 1992; Ko y col., 1994, Torres y col., 1996).

Se demostré6 que estos fendmenos estan ligados al tipo de cultivo y no al
comportamiento de la cepa utilizada, al usar y encontrar el mismo comportamiento
para varias cepas de Aspergillus niger.

La documentacion del tipo de crecimiento en fermentacién sélida y fermentacion
liquida permitid6 mostrar la dinamica de crecimiento inherente a cada tipo de cultivo y
muestra de manera directa algunas de la diferencias importantes entre fermentacion
solida y fermentacion liquida, es importante mostrar que la morfologia de crecimiento
de Aspergillus niger en fermentacién sélida es igual a la de crecimiento silvestre lo
que podria explicar de manera simple el porqué de la mayor productividad de la
fermentacion sélida.

La utilizacion de poliuretano puede resultar en un avance significativo en el estudio
de Aspergillus niger en fermentacion sélida. Se trata de un medio limpio que permite
el estudio directo de la formacién de la biomasa y la sintesis de hidrolasas, ademas,
es un medio que permite la comparacién directa de la fermentacién sélida y liquida,
ya que la Unica diferencia entre la FL y la FS en este trabajo es la presentacion de
medio con y sin el poliuretano, es decir, como un liquido o como medio es un soporte
solido. Al no existir absorcion del medio por el poliuretano no se afectd la actividad de

agua del medio de cultivo. Una consideracion extra al uso del poliuretano como
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soporte para la fermentacién sélida es el problema que puede representar la
evaporacion del medio de cultivo durante el ttempo de fermentacion, lo que es
especialmente importante en cultivos con arreacion forzada. En este trabajo se
determind experimentalmente la evaporacion de agua durante el tiempo de la
fermentacion sdélida sobre el poliuretano con y sin micelio, tal como se explica en
materiales y métodos. Los resultados indicaron una pérdida del 10% del agua del
cultivo sin micelio y de solo el 4% con micelio. La presencia del micelio disminuyd la
cantidad del medio de cultivo que puede recuperarse, dados los experimentos de
evaporacion, podria pensarse que la menor recuperacion de medio de cultivo sélidos,
puede deberse a que el micelio es higroscopico y retiene agua.

Entre los siguientes trabajos a desarrollarse en esta area esta la utilizacidn de
poliuretano con caracteristicas diferentes: mayor espacio aéreo, mayor superficie de
crecimiento, mayor afinidad por el agua, el uso de mezclas gaseosas diferentes,
limitacién de oxigeno, el estudio de los patrones de represion y secrecidén enzimatica.
En este trabajo ha podido reproducirse con éxito la mayoria de las diferencias
existentes entre FS y FL, usando como soporte inerte al poliuretano, que es un
sistema limpio, barato y de facil preparacion en el laboratorio. Al mismo tiempo este
trabajo representa el primer paso hacia el estudio cientifico de los fendmenos
basicos ligados a la fermentacidon sélida y que permitira el estudio molecular de los

aspectos de crecimiento, induccion y produccion de enzimas.
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4 Conclusiones

De acuerdo con los resultados de este trabajo se pueden formular las siguientes

conclusiones:

Aspergillus niger crece mas rapidamente, con una mayor biomasa maxima y con un
mayor rendimiento de biomasa por gramo de substrato consumido en fermentacidn

solida que en fermentacion liquida.

La produccion de invertasa esta al menos parcialmente unida a la produccion de
biomasa en ambos tipos de cultivo. Por lo tanto, fa mayor productividad de los
cultivos de fermentacion sélida se debe, a la mayor y mas rapida produccién de

biomasa en este tipo de fermentacion.

Los cultivos de fermentacién sélida en poliuretano, presentan crecimiento en forma
de micelio disperso con un gran espacio aéreo y una superficie de intercambio
gaseoso 160 veces mayor que en liquido, la cual presentan pellets con centros muy
densos. De manera que las condiciones de cultivo y el tipo de crecimiento favorecen

la transferencia de oxigeno al interior de la biomasa en fermentacion sélida y la

dificultan en fermentacién liquida.
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Propuestas:

En este trabajo se presentaron los resultados de la comparacién del crecimiento de
Aspergillus niger en fermentacion liquida y fermentacion sélida. Estos resultados
muestran el probable origen de algunas de las diferencias entre ambos sistemas de
cultivo, pero estan basadas en su mayor parte en indicaciones indirectas y el
conocimiento sobre las respuestas metabdlicas de los hongos filamentosos a las
condiciones de cultivo encontradas o supuestas en base a los resultados.

Otro factor a tomar en cuenta es la incertidumbre inherente a algunas de las
determinaciones, como la determinacidon de la biomasa por gravimetria en los
primeros tiempos de cultivo.

Para poder probar de manera directa algunas de las ideas presentadas en esta tesis,
podrian implementarse algunos experimentos de comprobacién que se presentan en
esta seccion. Ademas, existe la posibilidad de refinar los experimentos presentados
para obtener una determinacion de los parametros de crecimiento y produccién mas
exacta e implementar otros sistemas de analisis de datos.

Estas consideraciones permitiran obtener resultados mas confiables y mejorar la
exploracion de las diferencias entre la fermentacion sélida y la fermentacion liquida.
Ademas, el uso del poliuretano como un sistema modelo para el estudio de la
fermentacion solida abre vastas posibilidades que pueden permitir el estudio de las
diferencias entre fermentacion sdlida y liquida de manera directa.

Podria determinarse de manera directa la idea de que la limitacién en el ingreso del
oxigeno en la fermentaciéon liquida es la responsable del bajo rendimiento de la
produccion de biomasa y de la menor produccién de biomasa por gramo de
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biomasa. Para probar esta hipotesis podria llevarse a cabo los siguientes

experimentos:

a) Aumentar la transferencia de oxigeno en la fermentacién liquida por medio del
uso de matraces con mamparas, y el uso de fermentadores agitados y aireados.

b) Limitar el ingreso de oxigeno en fermentacién sélida por medio del uso de
mezclas gaseosas con bajas concentraciones de oxigeno.

c) Estudiar el efecto de la concentracidon del oxigeno en el medio de cultivo sobre la
sintesis de metabolitos primanos y secundarios

El estudio de la regulacion de produccion enzimatica de hidrolasas en hongos

filamentosos podria realizarse por medio de los siguientes experimentos:

a) Uso de mezclas con diferentes proporciones de inductor y glucosa

b) Medir los niveles de induccion enzimatica por medio de la determinacién de los
niveles de RNAm in situ.

c) Segquir la ruta de la secrecion enzimatica por medio de la expresién de la "green-
protein” fusionada con una secuencia reguladora y lider de una hidrolasa o por
medio de inmunolocalizaciéon en microscopia electrénica.

Una de las principales diferencias entre la fermentacion sélida y la liquida es que el

modo de crecimiento como pellets en liquido y micelio disperso en éélido, resulta en

diferencias importantes en los niveles de actividad metabdlica de los cultivos.

Determinar los niveles de actividad metabdlica de los cultivos permitiria comparar de

manera mas precisa algunos parametros de produccién de hidrolasas. Esto

requeriria, determinar la proporcidn de actividad del micelio activo por los niveles de

RNAr.
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La utilizacién de poliuretano como soporte inerte para el estudio de la fermentacion
sélida puede permitir el que se midan directamente las velocidades de crecimiento de
las hifas individuales y realizar observaciones por medio del procesamiento de
imagenes.

La realizacion de estos experimentos en trabajos subsecuentes permitiria explorar de
manera mas directa y exacta, las diferencias existentes entre fermentacion liquida y

fermentacion sélida
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