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RESUMEN

Para explicar los niveles bajos de represion catabodlica observados en
cultivos en medio sélido cuando se emplean altas concentraciones de azlcar,
Viniegra y Favela ( 2006) propusieron la hipétesis de que el organismo modifica
la permeabilidad en la membrana celular, por lo que las sefiales bioquimicas

propias de la represion catabodlica no se expresan.

El entendimiento de este problema permitira el mejor disefio de diversos
procesos de fermentacion sélida; asi mismo, dara cabida a la busqueda de
mutantes genéticas que se adapten mejor a las concentraciones elevadas de

sustrato pero, con alta produccién de enzimas.

En este trabajo se procedié a medir las tasas especificas de crecimiento
y consumo de glucosa en cultivos de Aspergillus niger extendidos
uniformemente sobre placas de agar. También se midieron los diametros de las
hifas, con distintas concentraciones de azucar; se realizé el balance de materia
usando las ecuaciones empiricas: logistica para el crecimiento y de Fick para el
transporte, junto con la ecuacion de Pirt para el acoplamiento entre el crecimiento
y el consumo de sustrato. Usando estos modelos y tomando en cuenta una
geometria cilindrica para las hifas, se pudo calcular el valor de los coeficientes de

permeabilidad aparente del sustrato a través de la membrana.

Los resultados obtenidos indican que la permeabilidad aparente
disminuy6é en un orden de magnitud cuando la concentracion inicial de glucosa
cambi6é de 12.5 g/L a 100 g/L. Estos resultados permiten ahora formular un
estudio mas detallado de la microfisiologia de A. niger en las condiciones ya
descritas pero que pueda medir directamente los flujos de sustrato a través de la
membrana y que los pueda relacionar con la sintesis de las permeasas ligadas al
transporte de sustrato. También justificara el estudio de mutantes de A. niger ya

disponibles en cuanto a su adaptacion a la hiper 6smosis del medio de cultivo.
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RESUMEN

Para explicar los niveles bajos de represion catabdlica observados en cultivos en
medio sélido, cuando se emplean altas concentraciones de azlcar, Viniegray
Favela ( 2006) propusieron la hipotesis de que el organismo disminuye la
permeabilidad membranal al sustrato, por lo que las sefiales bioquimicas propias

de la represion catabdlica no se expresan.

El entendimiento de este problema permitira el mejor disefio de muy diversos
procesos de fermentacion solida a la vez, dar4 cabida a la basqueda de
mutantes genéticas que se adapten mejor a las concentraciones elevadas de

sustrato pero, con alta produccién de enzimas.

En este trabajo se procedié a medir las tasas especificas de crecimiento y
consumo de glucosa en cultivos de Aspergillus niger extendidos uniformemente
sobre placas de agar. También se midieron los diAmetros de las hifas y todo ello
con distintas concentraciones de azUlcar, se realizo el balance de materia usando
las ecuaciones empiricas: logistica para el crecimiento y de Fick para el
transporte, junto con la ecuacion de Pirt para el acoplamiento entre el crecimiento
y el consumo de sustrato. Usando estos modelos y tomando en cuenta una
geometria cilindrica para las hifas, se pudo calcular el valor de los coeficientes de

permeabilidad aparente del sustrato a través de la membrana.

Los resultados obtenidos indican que la permeabilidad aparente disminuyé en
un orden de magnitud cuando la concentracion inicial de glucosa cambio de 12.5
g/L a 100 g/L. Estos resultados permiten ahora formular un estudio mas
detallado de la microfisiologia de A. niger en las condiciones ya descritas pero
que pueda medir directamente los flujos de sustrato a través de la membrana y

gue los pueda relacionar con la sintesis de las permeasas ligadas al transporte



de sustrato. También justificara el estudio de mutantes de A. niger ya disponibles
en cuanto a su adaptacion a la hiper 6smosis del medio de cultivo.



CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1. Generalidades del género Aspergillus

El género Aspergillus fue descrito por primera vez por Micheli (1729), que lo
denomind con este nombre por su parecido con un “aspergillum” (instrumento
religioso utilizado para dispersar agua bendita). Los microorganismos de éste
género crecen sobre diversos materiales, debido a la gran variedad de enzimas
gue produce y se encuentra clasificado dentro del Reino Fungi. De acuerdo con
Herrera y Ulloa (1990) este reino esta formado por las siguientes divisiones:
Miyxomycota (hongos mucilaginosos), Eumycota (hongos verdaderos) y Lichens
(hongos simbiontes), a su vez la divisibn Eumycota tienen cuatro subdivisiones:
Ficomicetos, Ascomicetos, Basidiomicetos y Deuteromicetos. Esta Ultima también
es conocida como la de los hongos filamentosos, grupo de estructura
microscopica, que se caracteriza por formar micelio bien desarrollado, septado y
ramificado, generalmente multinucleado y que se propaga mediante la produccion
asexual de conidios, que pueden tomar formas muy diversas, dentro de esta
subdivision se encuentra el género Aspergillus cuyas caracteristicas fisioldgicas

se mencionan a continuacion.

El micelio de Aspergillus se caracteriza por tener hifas ampliamente
ramificadas, septadas y transparentes, regularmente multinucleadas (Figura 1), su
forma de reproduccion es asexual, el micelio produce abundantes conidiéforos,
los cuales provienen del cuerpo de la hifa. Las células de la hifa que se ramifican
para dar origen a los conidi6éforos son llamadas células pie. Cada conidi6foro
termina en un bulbo llamado vesicula. La vesicula produce un gran niamero de
conidias en toda su superficie. Las conidias son tipicamente esféricas y

unicelulares.
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Figura 1. Estructura caracteristica del género Aspergillus. (Diaz —Godinez, 2001)

El género Aspergillus tiene una pared celular responsable de su rigidez,
quimicamente es muy compleja, pero basicamente tiene polisacaridos, proteinas,
lipidos e iones inorganicos. Se distinguen microfibrillas formadas por
polisacéaridos. Son cadenas largas de polisacaridos que se unen y retuercen de
forma parecida a una cuerda que va formando una especie de reticulo, también
tiene quitina (polimero de N-acetil-glucosamina) y B-glucanos, los mas comunes
son la celulosa (polimero de glucosa) y glucanos no celulésicos. Este reticulo se

encuentra en una matriz cuya composicion es la siguiente:

Polisacaridos de longitud mayor y mas complejos que las microfibrillas:
quitina, celulosa, polimeros de galactosamina y glucanos no celulésicos

e Proteinas

e Lipidos

e |ones



1.2. Importancia de Aspergillus en la biotecnologia

La tendencia en la venta de enzimas indica que las ventas se duplicaran para el

afio 2009, con respecto a 1998 (http://www.biocatalysts.com/). Las enzimas que

el mercado demanda, son utilizadas en industrias que producen textiles,
detergentes, azlcares de maiz y quesos. Para la produccién de tales enzimas se
utilizan microorganismos que presentan ciertas ventajas a nivel industrial, tales
como: facilidad para separar la biomasa del caldo de cultivo (biomasa en forma de
micelio), que crezca con rapidez y que excrete un gran numero de enzimas. Uno
de los géneros que presenta estas ventajas, es el género Aspergillus (ver tabla
1).

Las cepas silvestres del género Aspergillus producen diferentes compuestos
(ver tabla 1). Ademas se ha mostrado que es factible transformar estas cepas, a
través de técnicas de biologia molecular, para obtener productos de interés

industrial producidos por diferentes microorganismos (Berka y col.,1997).

Las investigaciones hechas por la empresa Genencor mostraron la factibilidad
de clonar el gen del becerro que codifica para la quimiosina ( enzima utilizada en
la manufactura del queso) para expresarla en Aspergillus awomori (Berka y col.,
1991). Este hecho permiti6 incrementar la oferta de esta enzima, sin depender
de la disponibilidad de becerros. Trabajos posteriores han corroborado que es
posible expresar enzimas producidas por diferentes organismos en cepas del
género Aspergillus (Berka y col.,1997;Juge y col.,1998;Takjashima y col., 1998),
esto indica que la diversidad de enzimas producidas por Aspergillus aumentara,
por ello es importante entender los fendmenos entorno a la capacidad productora

de enzimas por estos microorganismos.


http://www.biocatalysts.com/

Tabla 1. Productos obtenidos por microorganismos del género Aspergillus.

Especie Producto
A. fumigatus Fumagilina
A. niger Acido citrico
A.niger Proteasa
A.niger Lipasa
A.niger Celulasa
A.niger Lactasa
A.niger Pectinasa
A. awamori Glucoamilasa
A. terreus Acido itaconico

1.3. Mecanismos de transporte: generalidades

El transporte de nutrientes se lleva a cabo a través de la membrana, ésta tiene
una estructura de tres capas, los lipidos en el centro y las proteinas dentro y fuera
de la capa lipidica (figura 2). Los fosfolipidos son el componente mayoritario en
las membranas y forman una doble capa que generan dos zonas hidrofilicas
(dentro y fuera de la membrana) y una zona hidrofébica. La mayoria de estas
moléculas tienen dos cadenas hidrofébicas de longitud variable, pero las mas
comunes tienen entre 16 y 18 atomos de carbono y un niumero variable de dobles
enlaces. La parte hidrofilica tiene mayor variabilidad, no solo en la estructura, sino
también en cuanto al nUmero vy al signo de las cargas eléctricas. Las proteinas en
la membrana son muy diversas, ya que cada aminoacido que constituye a una de
ellas tiene caracteristicas especificas de tamafo, signo y numero de cargas,
hidrofébicidad, etc., lo que genera una gran variedad de proteinas con funciones
especificas de transporte y de comunicacién entre otras. El contenido de
proteinas en las membranas varia entre un 25y 75 %, esto parece depender del
grado de especializacion y actividad de cada una de ellas. Son numerosas las
membranas celulares que contienen polisacaridos cuya funcion es servir de
elementos de reconocimiento por parte de otras células u organismos, el caso

mas conocido en células animales es el de los polisacaridos de los glébulos



rojos, que por la presencia en sus membranas dan lugar a los grupos
sanguineos.

Carbohidratos
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lipidica .
Glicoporteinas
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proteinss

Region
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Figura 2. Estructura de la membrana celular (Van Holde, 1998).

Las membranas celulares regulan el intercambio de agua de especies idnicas, de
oxigeno y de materia organica entre los medios intracelular y extracelular; que se

llevan a cabo por diferentes mecanismos: difusién simple y transporte activo.



1.3.1. Difusion simple

Las células cuentan con diversos mecanismos que les permiten transportar
sustancias con diversas caracteristicas quimicas. La difusibn simple es un
mecanismo que opera para sustancias que pueden difundirse a través de la
membrana debido a un gradiente electroquimico y a su solubilidad en la bicapa
lipidica. En la figura 3 se muestran las sustancias que difunden a través de la
membrana, que de manera general son sustancias de bajo peso molecular e

hidrofébicas.
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Figura 3. Permeabilidad de algunos compuestos a través de una membrana
lipidica (Castro, 2004).

Cuando la membrana es permeable a un soluto, el transporte es controlado

por el fendmeno de difusion simple que es descrito por la primera ley de Fick



(figura 4), Para una membrana de espesor X, la primera ley de Fick se puede

reducir aproximadamente a:

J= (SJ(C fuera Cdentro)

Donde: J es el flux de una sustancia, D es el coeficiente de difusion de dicha
sustancia a través de la membrana y  (Ciera-Cdentro) €S €l gradiente de
concentracion a través de la membrana. Un pardmetro al que se hace referencia
frecuentemente es el indice de permeabilidad (P), el cual se define como el
cociente (D/x), este es un parametro que indica qué tan rapido pasa una sustancia

a través de una membrana.

7 Flujo a traves de una frontera: 1° ley de Fick

M ol

d LT om™s

e

Flujo proporcional al
gradiente de concentracion

Figura 4. Difusibn de una sustancia a través de una barrera, el flux (J) es

proporcional al gradiente de concentracion (dc).

Collander (1954) encontré que la permeabilidad de una sustancia tiene una
estrecha relacién con su solubilidad en las grasas. En la figura 5 se presenta la
relacion entre el coeficiente de permeabilidad y la solubilidad de compuestos

organicos en grasas.

Por lo tanto, si bien la difusién es un mecanismo de transporte suficientemente

efectivo para algunas moléculas, el transporte esta limitado por la permeabilidad



de la membrana al soluto en cuestion, por lo que la célula debe utilizar otros
mecanismos para transportar compuestos que no pueden pasar libremente a

través de la membrana.
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Figura 5. Hidrofdbicidad y permeabilidad de algunas sustancias y su relacién con

el coeficiente de permeabilidad en una membrana lipidica (Castro, 2004).



1.3.2. Difusién facilitada

Algunas sustancias no pueden atravesar libremente la membrana lipidica ya sea
por su tamafio o polaridad, estas entran a la célula a través de canales o
proteinas transportadoras. Al respecto Unicamente se conoce la velocidad con
que se mueven dichas sustancias y su afinidad, poco se sabe sobre los
mecanismos que le permiten a una proteina reconocer y luego permitir de manera
selectiva el paso de ciertas sustancias; solo se ha logrado imaginar modelos

(figura 6) que permiten continuar estudiando estos fendGmenos.

@ Transporte de seltos
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Figura 6. Modelos de transporte facilitado a traves de canales transmembranales

y de proteinas transportadoras (Van Holde, 1998)

La difusion facilitada se puede estudiar como un mecanismo enzimatico que
disminuye la energia de activacion necesaria para que se lleve a cabo el
movimiento de solutos a través de la membrana (figura 7), la velocidad de
transporte al igual que en el mecanismo de difusion simple depende del gradiente
de concentracion, pero también de la afinidad que tenga la proteina por el soluto y
de la cantidad de proteinas transportadoras, por lo que resulta ser un mecanismo

mas complejo.



El modelo actual del mecanismo de transporte llevado a cabo por proteinas
sugiere que la proteina transportadora se une especificamente a la molécula a
transportar y sufre cambios temporales en su configuracién, los mismos que
permiten la transferencia del soluto a través de la membrana. En el sistema de
transporte méas simple, conocido como uniporte, un soluto se mueve directamente
a través de la membrana en una direccioén. El tipo de cotransporte conocido como
simporte dos solutos diferentes se mueven a través de la membrana,
simultdneamente y en el mismo sentido. Frecuentemente, un gradiente de
concentracion que involucra a uno de los solutos transportados, impulsa el
transporte del otro: por ejemplo un gradiente de concentracion de iones Na*
frecuentemente impulsa el cotransporte de moléculas de glucosa. En otro tipo de
sistema de cotransporte, conocido como antiporte, dos solutos diferentes se
mueven a través de la membrana simultanea o secuencialmente en sentidos
opuestos, La bomba Na*-K* es un ejemplo de sistema de cotransporte que

implica un antiporte.

Las proteinas que forman canales no se unen al soluto, sino que forman poros
hifrofilicos que atraviesan la membrana permitiendo exclusivamente el pasaje
de iones, el tipo de ion se selecciona de acuerdo al tamafio y a la carga. Los
canales i6nicos se encuentran generalmente cerrados en una especie de
“‘compuerta”, que impide el pasaje de iones por el poro. Los canales pueden
abrirse por un intervalo de tiempo breve como respuesta a distintos tipos de

estimulos.
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Figura 7. Diferencias entre la energia de activacion requerida en el mecanismo

de difusién simple y en la difusion facilitada (Castro, 2004).

1.4. Analisis y procesamiento de imagenes

El avance de las técnicas computarizadas ha permitido la aplicacion conjunta de
paquetes estadisticos, microscopios y computadoras, para la obtencién y
procesamiento de imagenes. En la biotecnologia se han explotado estos recursos
para los siguientes fines: estimaciéon de caracteristicas morfometricas en hongos,
conteo de microorganismos en superficie, estimacion del volumen de la biomasa
(con las suposiciones adecuadas), distincion entre especies bacterianas,
monitoreo de colonias bacterianas y fungicas, cuantificacion de reacciones

guimicas en placa y andlisis geométrico de burbujas en reactores.
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Actualmente, es posible realizar mediciones rapidas y precisas y analizar los
datos obtenidos con diversos programas. La secuencia de operaciones en un
analizador de imagenes consiste en adquirir, digitalizar, procesar, segmentar y
medir las imagenes. Los resultados de las mediciones se procesan eficientemente

en paguetes estadisticos.

Adquisicion de datos.

La adquisicion de la imagen resulta ser trascendente, ya que se debe capturar
el fendmeno de interés para la investigacion (tamafio, forma, longitud, diametro),
en ocasiones es necesario dar un tratamiento previo al objeto de estudio (cortar,
tefir etc.), si es el caso, se deben de uniformar los métodos, a fin de obtener
reproducibilidad en las imagenes, una vez tratado el objeto (si es que es
necesario), se procede a enfocar la imagen a través de un microscopio, en este
punto cabe mencionar que se debe realizar con el objetivo de mayor aumento,
sobre todo cuando interesa realizar mediciones, de esta manera las mediciones
seran mas precisas. Posteriormente, se captura la imagen con la camara

adaptada al microscopio.

Mejoramiento de la imagen.

El sistema del analizador de imagenes, contiene una serie de herramientas,
gue permite mejorar la imagen, a fin de resaltar la caracteristica o el parametro
que se desea medir, dentro de estas herramientas se encuentran: modificar
(normalizar) el rango de la distribucion de tonos de gris, filtros (funciones:
mediana, no-lineal, gaussiana, laplaciano, de gradiente), erosion y dilatacion de

los contornos,

Segmentacion:

Esta operacion permite quitar y/o seleccionar, el rango de los tonos, en donde
se encuentra el objeto que interesa medir, lo anterior se puede realizar
manualmente con el “ratdon” o bien a través de un histograma de tonos de gris, el
cual se basa en un modelo probabilistico. En otros casos también resulta practico

extraer la imagen que interesa cuantificar, o bien utilizar un pseudocolor que
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pudiera ser mas discernible para el ojo humano, lo anterior pudiera ser de mucha
utilidad cuando los cambios en la intensidad de color, se encuentran asociados a

algun cambio biologico o quimico.

Medicion:

El objetivo final del procesamiento de una imagen es obtener un parametro
que cuantifiqgue algun fendmeno de interés, en ese sentido el procesador de
imagenes, puede realizar mediciones en una 06 2 dimensiones, las mas comunes
son: centros de gravedad, areas, longitudes, diametros, angulos y namero de
objetos y por supuesto las combinaciones que resulten de estas.

Salida.

Es deseable extraer una copia de las imagenes, ya que son una prueba
contundente del fenébmeno de estudio, las copias se pueden extraer a través de
una memoria USB. Actualmente es posible extraer las imagenes y ademas
analizarlas con algunos programas disponibles en Internet, los cuales son muy

amigables y facilitan esta parte del trabajo.

Los usos del analizador de imagenes en biotecnologia han sido diversos,
algunos se mencionan a continuacién: Loera y col. (1998), midieron la longitud y
y el didmetro de las hifas de Aspergillus para estimar los parametros de
crecimiento a través de un modelo. El usado por Larralde y col. (1997), quienes
realizaron estudios de crecimiento fangico a través de un analizador de
imagenes, en este trabajo, se midi6 la longitud y didametro de la hifas, para
asociarlos a un modelo de crecimiento que considera estos parametros, éste
modelo de crecimiento fue validado, a través de mediciones del diametro y
longitud de las hifas, crecidas en medios con diferentes concentraciones de
glucosa (10 -300 g/L), encontraron una relacion inversa entre el diametro de las

hifas y la longitud de la misma, con la concentracion de glucosa en el medio.

También existen trabajos, en donde se utiliza el analizador de imagenes para

cuantificar gradientes de sustancias quimicas. Olsson (1994) desarrollé una
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metodologia para cuantificar gradientes de fosforo y glucosa en caja de Petri. La
metodologia consiste en hacer crecer al hongo sobre una pelicula de celofan,
después se retira el celofan y se impregna el agar con un reactivo especifico,
qgue reacciona con la glucosa o el fosforo, segun el caso, y que desarrolla una
intensidad de color proporcional al reactivo analizado. La intensidad del color es
procesada en el analizador de imégenes, y entonces se puede conocer la
concentracion radial de nutriente en la caja de Petri, asociando la intensidad del

color con la concentracion.

En el trabajo de Muller y col. (2000) se presenta una aplicaciéon novedosa, del
analizador de imagenes. En este trabajo se observo el efecto de la concentracion
de glucosa en los niveles de duplicacién nuclear (mitosis) tifiendo los nudcleos
con blanco de calcofluor y después observandolos en un microscopio
fluorescente; parte de sus conclusiones son que las bajas concentraciones de
glucosa producen un compartimiento apical corto con pocos nucleos y que altas
concentraciones de glucosa generan compartimentos apicales largos con muchos
ndcleos. Se han desarrollado técnicas que utilizan analizadores de imagenes
para estimar la produccion de biomasa en cultivos sélidos a través de relaciones
entre la biomasa medida por la produccién de un metabolito y la estimada por el

area que ocupan las hifas (Couriy col., 2006)
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2. 1. Caracteristicas de la difusiéon facilitada

En la difusion facilitada de glucosa a través de la membrana se han distinguido

cuatro caracteristicas importantes a considerar:

1. Rapidez y especificidad.
2. El flux tiene un perfil tipico de una cinética de saturacion.
3. Es susceptible a inhibicion competitiva.

4. Susceptible a inactivacién quimica.
2.1.1. Rapidez y especificidad

Esta caracteristica fue observada por Jung (1975), quien por medio de una
comparacion de la permeabilidad de la glucosa y el manitol, en dos sistemas
diferentes, uno en membranas sintéticas, y el otro en un eritrocito humano,
comprobé que el coeficiente de permeabilidad para estos solutos en las
membranas sintéticas, eran similares( en el orden de 10™*° cm s™) y también muy
parecidos a los obtenidos por un modelo de difusién simple (10° cm s™?). Hasta
este punto todo era logico, ya que el flux de solutos en la membrana sintética,
solo obedecia al gradiente de concentracion de cada sustancia, por lo tanto los
valores deberian ser similares a los calculados por el modelo de difusion simple.
Sin embargo, cuando se midié experimentalmente el coeficiente de permeabilidad
para estos dos solutos en un eritrocito humano, los coeficientes fueron: para la
glucosa del orden de 10 cm s™ y para el manitol de 10° cm s*, esto apunté

hacia la idea de que el eritrocito cuenta con mecanismos de transporte que
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permiten transportar la glucosa hasta 100 000 veces mas rapido que otros

solutos.

2. 1.2. El flux tiene un perfil tipico de una cinética de saturacion

El flux de glucosa obedece a la siguiente relacion (Stein,1967).
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Figura 8. Variacién del flux de glucosa en un eritrocito humano, en un medio

externo a 5°C (basado en datos de Stein, W.D., Movements of Molecules across

Membranes, p. 134, Academic Press,1967).

Esta funcion describe una cinética de saturacién (figura 8), haciendo una
analogia con el modelo de Michaelis-Menten, el valor de Km, corresponderia a la
concentracion de glucosa necesaria para alcanzar la mitad del Jmax (Imax/2), €l
hecho de que el flux de glucosa describa este perfil hiperbdlico, es una evidencia
gue sugiere un mecanismo de transporte, que en una primera etapa, obedece
unicamente al gradiente de concentracion, y que después de cierta concentracion

de glucosa, los mecanismos de transporte son saturados por la glucosa. Esto
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también da indicios de que se trata de un transporte mediado por proteinas,
cuya cantidad y especificidad limita el flux de glucosa.

Por lo tanto el transporte de glucosa obedece a una dinamica similar a la de los

procesos enzimaticos que se pueden describir en las siguientes etapas:

Formacion del enlace glucosa-transportador
Transporte de la glucosa a través de la membrana

Disociacién del enlace glucosa-transportador

w0 N PR

Recuperacion de la estructura fisica del transportador
2.1.3. Ladifusion facilitada es susceptible a inhibicion competitiva

En el trabajo de Barnett y col. (1975) se muestra que muchos compuestos
estructuralmente similares a la glucosa, inhiben el transporte de este soluto. En la
figura 9 se muestra una gréfica correspondiente a la doble reciproca de la
expresion de saturacion. En este trabajo (Barnett y col., 1975), se observa que
el flux de glucosa en presencia de O-benzil d—galactosa, presenta una tendencia
caracteristica de inhibicion competitiva.

Glucosa+ 10 mM O-bensil D-
1/3giucosa galactosa

1/Jimax /

Glucosa

-1/Km
1/ [Glucosa]

Figura 9. Doble reciproca para el flux de glucosa en un eritrocito, en presencia y
ausencia de 6-0-benzil-d-galactosa. Este patron es propio de una inhibicion
competitiva (Barnett y col. 1975).
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Estos resultados indican que el nimero de sitios disponibles para el transporte de
glucosa son limitados y que el transportador reconoce una estructura quimica

especifica, la cual establece una relacion analoga a la enzima-sustrato.

2.1.4. La difusion facilitada es susceptible a inactivacion quimica

Se sabe, que cuando las células son tratadas con HgCl,, compuesto que puede
reaccionar con los grupos sulfhidrico de las proteinas, de acuerdo con la siguiente

reaccion.

RSH+HgCl, —— » RS---Hg----Cl + HCI

las proteinas se inactivan, ya que se bloquean los sitios de enlace. Con este
tratamiento, y en presencia de glucosa y manitol, se ha observado que el flux de
glucosa se detiene, y el del manitol no se modifica, estas observaciones indican
que el transporte de glucosa, al menos en los eritrocitos, es mediado por
proteinas transportadoras, por lo tanto también esta limitado por el nimero de
transportadores disponibles.

2. 2. Transporte de glucosa en Aspergillus niger

2. 2.1. Difusion simple

De acuerdo con Burgstaller (1997) menos del 1% del niumero de especies
fungicas han sido investigadas, en torno al transporte de solutos de bajo peso
molecular a nivel de membrana. Esto es sorprendente, si se considera la
importancia que tienen los procesos que ocurren en las membranas de las

células, puesto que son la barrera entre la célula y el ambiente.

En este capitulo, se presentan algunos trabajos que sugieren que el transporte

de glucosa a través de la membrana obedece al fendmeno de difusién simple. Al
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respecto, el trabajo de Wayman y Matey, (1999) reporté modelos que relacionan
la concentracion de glucosa con el respectivo consumo especifico. Los
resultados muestran una mejor correlacion con el modelo de transporte de
difusién simple. Derivado de estas observaciones, se concluye en el trabajo que
el mecanismo primario de transporte de glucosa es regido por difusién simple (la
difusion es proporcional al gradiente de concentracion) ya que éste, es un
fendbmeno fisico que no se puede detener. Sobre esta linea se dirigen otros
trabajos (Charley, 1981; Krzystek,1996; Kubicek y Rohr, 1997) en los que se
muestran relaciones lineales entre la concentracion inicial de glucosa y el
consumo especifico, sugiriendo que la pendiente es el coeficiente de difusién, por
lo tanto el transporte de glucosa es controlado por un fendmeno de difusion
simple. Puesto que el coeficiente de difusibn se mantiene constante, estas
mismas conclusiones se han obtenido en matraces y tanques agitados
(Papagianni y Mattey, 2004).Todos los resultados anteriores han sido obtenidos
en medios liquidos y en algunos casos probaron concentraciones de glucosa de
hasta 150 g/L (Kubicek y Rohr, 1997); sin embargo, no existen trabajos que
sugieran los mecanismos que rigen el transporte de glucosa en cultivo superficial

lo cual es parte de los objetivos de este trabajo,

2.2.2. Difusioén facilitada

Estudios relacionados con la glucdlisis y el flujo de carbono en esta ruta, muestran
gue la presencia de un exceso de fuentes de carbono faciles de metabolizar (por
ejemplo glucosa), tienen como efecto un fuerte incremento en la concentracion
intracelular de fructosa 2,6 difosfato, un fuerte activador de la glucdlisis (Kubicek,
1990). Esto sugiere que la célula se adapta para metabolizar tanta glucosa
como la que entre a la célula. Lo anterior se ha confirmado en los procesos de
produccion de acido citrico, en donde se comprueba que la produccién de este
intermediario esta relacionado con la concentracion inicial de glucosa (Torres,
1994). Esto abre la posibilidad de que el paso limitante para el metabolismo sea el

transporte a nivel de membrana. En este sentido el trabajo de Mischak y
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col.,(1984) sugieren que existen proteinas embebidas en la membrana, que son
las responsables del transporte de glucosa. Posteriormente, en el documento de
Torres y col. (1996) presentan resultados que sugieren la presencia de dos tipos
de transportadores para la glucosa, uno de alta afinidad (Km= 160 uM,
Vmax=0.052 umols™g™) y otro de baja afinidad (Km=3700 uM, Vmax=0.75 pmols’
'g1), ademés, cuando Aspergillus niger Gnicamente cuenta con el transportador
de alta afinidad, cuando crece en un medio con concentraciones por debajo de 10
g/L , y que el transportador de baja afinidad se expresa cuando crece en
concentraciones por arriba de 150 g/L. En cuanto a los pardmetros cinéticos,
reportados por Torres y col. (1996) se debe considerar,que las células provenian
de un medio con pH 2, ya que en el trabajo de Vankuyk y col. (2004) se muestra
gue un transportador de alta afinidad, clonado en Saccharoromyces cerevisiae
de la genoteca de Aspergillus niger presentd vulnerabilidad en su capacidad
como transportador cuando el medio de cultivo tenia diferentes valores de pH. Lo
anterior da indicios de la presencia de un sistema simporte glucosa/H*. En este
mismo trabajo se dan evidencias suficientes, para suponer que en ausencia de
este transportador, trabajan otros transportadores o mecanismos de transporte
alternos, que pueden compensar la ausencia de este transportador. Asi mismo el
documento de Jorgensen y col. (2007) sugiere que cuando se interrumpe la
trascripcion del transportador de ata afinidad, se induce la expresiéon de un
transportador de baja afinidad, esto podria explicar los resultados publicados por
Vankuyk vy col.(2004), en donde se observa que aun cuando no esta presente al
transportador de alta afinidad en Aspergillus niger, éste puede transportar la
glucosa, manosa fructosa o xilosa , probablemente, por la expresion de los
acarreadores de baja afinidad. Un caso contrario a este fenomeno fue publicado
por Forment y col. (2006), cuyos resultados muestran que al interrumpir la
expresion de un acarreador de baja afinidad, se expresan los acarreadores de

alta afinidad, compensando de esta manera el transporte.
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2.3. Cultivo en medio solido y transporte

La comparacion de los niveles de represion catabdlica que se han observado
entre cultivos en medio solido y cultivos en medio liquido (Ramesh vy
Lonsane,1991; Maldonado y Saad,1998) sugieren que en medio soélido la
represion catabodlica es menor. En este sentido, en el trabajo de Maldonado y
Saad (1998) se observa una disminucién del 90 % en la actividad de
pectinesterasa , cuando se adiciona al medio una concentracion de 20 g/L de
glucosa, con respecto al cultivo con pectina como fuente de carbono.
Contrariamente a esto, en medio sélido se observa una actividad de 600 UE para
una concentracion de 20 g/L de glucosa. Otra evidencia que sugiere el mismo
fenédmeno fue reportado por Téllez y col., (2006),quienes observaron incrementos
en la sintesis heterdloga de una lacasa, con respecto a la concentracion de
glucosa (10 -100 g/L), mientras que en medio liquido se inhibe su expresion

cuando se incrementa la concentracién de 10 a 50 g/L de glucosa.

Aun cuando existen evidencias de que los niveles de represién catabodlica en
cultivos liquidos son mayores con respecto a los cultivos solidos, no existe una
explicacion contundente para este fendmeno. Hay indicios que apuntan hacia la
idea de que cambios estructurales y/o quimicos a nivel de membrana que
pueden explicar este fenémeno, En el trabajo de Maldonado y Saad (1998) se
muestra que las membranas de las células crecidas en medio sélido tienen
aproximadamente el doble de algunos &acidos grasos (palmitico, estearico y
oleico), con respecto a las células crecidas en medio liquido, esta diferencia es
trascendente si se considera que la permeabilidad de un soluto esta en relacién

con la fluidez de la membrana y que esta depende de su composicion quimica

Para explicar los bajos niveles de represion catabdlica en medio sdélido,
Viniegra y Favela (2006) han formulado dos hipétesis alternativas o
complementarias, en la primera sugieren que existen cambios en la permeabilidad
de la membrana, los cuales regulan el flujo de glucosa a través de ésta; y en la

segunda proponen la existencia de microgradientes de sustrato en el soporte, los
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cuales impiden que la célula esté en contacto con la concentracién global de
glucosa, si no Unicamente con una fraccion de ésta, por lo que las sefiales

bioquimicas propias de la represion catabdlica, no se manifiestan.

2.4. Morfométria de Aspergillus niger

Las hifas son las unidades de crecimiento Yy transporte de nutrientes en los
mohos, estas estructuras son de geometria cilindrica cuya longitud y diametro
son dependientes de la especie y del medio de cultivo (Larralde y col., 1994),
presentan un crecimiento axial y tienen ramificaciones (Peberdy,1980), Una hifa
tiene claramente diferenciadas 3 secciones, con base en el tipo de organelos en

el citoplasma (apical, subapical y distal) de acuerdo con la figura 10.

Sﬁﬂm Cuerpo apical
°Q

Figura 10. Secciones de una hifa, en base al tipo de organelos presentes
(Larralde- Corona, 1996)

En la region apical se lleva acabo el crecimiento de la hifa (Wonsten, 1991), El
mecanismo propuesto para el crecimiento celular, de acuerdo con la teoria
vesicular (Barnicki y Garcia, 1973) es el siguiente: En la zona subapical, se
sintetizan y almacenan en pequefias vesiculas la quitina y las enzimas liticas,
éstas son transportadas a la zona apical, en donde primero liberan las enzimas
liticas, quienes despolimerizan a la quitina, permitiendo entonces que el

citoplasma se expanda, posteriormente se libera la quitina y las enzimas que la
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polimerizan, para restaurar la pared celular, y con esto se finaliza, el proceso de
crecimiento. Existen evidencias que apoyan esta teoria; Jaklitsch, (1991) mostro
gue la excrecion de enzimas se lleva a cabo precisamente por la punta de la hifa,
esto sugiere que la pared celular en esta zona es mas laxa, esto también explica
el hecho de que el paso de moléculas de gran tamafio pasan a través de esta
zona (Peberdy, 1994).

De acuerdo con Farkas (1990) la pared que recién se forma cuando la hifa esta
creciendo, es blanda, y a medida que pasa a ser parte de las paredes laterales se
vuelve rigida, este fendbmeno podria determinar el diametro de la hifa, es decir, el
diametro de la hifa dependera de qué tan rapido se vuelva rigida la pared, entre
mas lento sea el proceso, mayor sera el diametro, ya que una pared laxa, permite

gue el citoplasma se expanda.

Algunos trabajos han mostrado que existe un efecto inverso en el diametro
de las hifas, con respecto a la concentracion de glucosa (Larralde y col, 1997,
Wiebe vy col., 1992; Mitchell y col., 1991;), esto se ha comprobado en un amplio
rango de concentraciones de glucosa (10-300 g/L). Lo anterior da suficientes
evidencias de que existen adaptaciones morfométricas de los hongos, cuando
crecen en diferentes concentraciones de nutrientes, en el presente trabajo se
midio el efecto de estos cambios en el flux de glucosa, los cuales no han sido
cuantificados. Métodos con analizador de imagenes se han desarrollado, para
realizar mediciones de los cambios morfométricos en hongos filamentosos

(Larralde y col., 1997; Loera y Viniegra, 1998).
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CAPITULO 3
OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Determinar el flux de glucosa en cultivo superficial, a partir de parametros
macroscopicos y microscopicos.

Objetivos particulares

Proponer una ecuacion para estimar el flux de glucosa en Aspergillus niger, a

través de parametros filolégicos y morfométricos del cultivo.

Evaluar el flux de glucosa a nivel de membrana, en cultivos superficiales de

Aspergillus niger con diferentes concentraciones de glucosa inicial.

Estimar la permeabilidad de la glucosa a nivel de membrana en cultivos
superficiales de Aspergillus niger con diferentes concentraciones de glucosa
inicial.

Hipotesis

Es posible determinar, el flux de glucosa en cultivo superficial, a partir de

pardmetros microscépicos y macroscopicos.

Cuando Aspergillus niger crece en cultivos con altas concentraciones de glucosa,

expresa cambios morfométricos, que disminuyen el flux de glucosa.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

Se buscé que las técnicas fueran de uso comun en biotecnologia, por lo que se
optd por crecer el hongo directamente sobre el agar y después fundir el medio
para separar la biomasa por filtracion, ya que la biomasa formé una biopelicula
que después de fundir el agar permanecio integra. Para el analisis de las
imagenes fue importante establecer el tiempo preciso para digitalizar la imagen,
ya que la claridad de esta dependia de que no hubiera esporulado el hongo,
ademas se encontr6 que era mas practico tomar la imagen directamente al

hongo sobre la placa de agar.

4.1. Microorganismo

En este trabajo se utilizé la cepa C28eco03-13 reportada por Téllez y col. (2006)
4.2. Conservacion de la cepa

La cepa fue conservada en silica gel (Perkins, 1977;Loera y col.,1999) para lo
cual se propagoé la cepa por 4 dias en medio Kafert (1977), para preparar una
suspension de esporas en una solucion de Tween 80 (al 0.05%) en leche
descremada al 3 %, esta solucion se esteriliz6 por 20 min a 10 psi para impedir
la caramelizacion de los carbohidratos y que las proteinas no se desnaturalizaran.
Previamente, se esterilizaron viales de vidrio de 3 cm con silica gel (Mesh 60-200)
hasta la mitad de su volumen, estos se secaron en una estufa a 60°C por 24 h,
posteriormente, fueron llevados a un desecador hasta alcanzar la temperatura del
ambiente (aproximadamente 1 h). En condiciones estériles se adicioné 20 uL de

suspension de esporas a cada vial, se prepar6 un control negativo con 20 uL de
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la solucion sin esporas y se tratdé como los demas. Los viales inoculados y
etiquetados se regresaron al desecador por 12 h, después se sellaron con una
capa de parafim en la tapa y se guardaron en un desecador a temperatura
ambiente. Finalmente, se realizé una prueba de viabilidad incluyendo el control

negativo.

4.3. Unidades experimentales

Las unidades experimentales fueron cajas de Petri de 9 cm de diametro (de
plastico) con 30 mL de medio, con lo que se obtenia una profundidad de 0.5 cm
aproximadamente, inoculadas con 10° esporas/mL de medio, esparcidas en
forma de “césped” con una varilla de vidrio en forma de “L” previamente
esterilizada. Para realizar cada cinética se prepararon 33 cajas de Petri (1L de
medio), cada punto de la cinética se realizé por triplicado.

4.4. Composicion del medio de cultivo

Para los estudios de crecimiento se utilizé el medio propuesto por Kafert (1977),
La uUnica fuente de carbono en el medio fue glucosa de 12.5 a 100 g/L, la
proporcion de los demas componentes del medio, se adicionaron de manera
proporcional a la concentracién del medio, de tal manera que la proporcion C/N se
mantuvo constante (16 gC/gN), el pH inicial del medio fue de 6.5, se utilizd6 agar
al 1.5 % como agente gelificante.

La composicién quimica del medio para una concentracion de 100 g/L de

glucosa fue la siguiente:

Sales (g/L): NaNO;3 (15), KCI (5.2), KH,PO, (8.1), K;HPO, (10.4), MgSO, 7H,0
(5.2).

Elementos traza (g/L): FeSO, 7H,O (0.052), EDTA (0.5), ZnSO, 7H,0 (0.22),
HsBOs; (0.11), MnCl, 4H,0(0.05), CoCl, 6H,0 (0.016), CuSO, 5H,0 (0.016),
(NH4)s M070,44H,0 (0.11)
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4.5. Origen del inéculo

La cepa fue propagada en el medio Kafert (1977) en caja Petri, a partir de los
viales en los que se conservod, debido a que se trataba de una cepa transformante
fue necesario corroborar que su fenotipo no cambiara, por lo que previo a su
uso se corroboro su velocidad de crecimiento radial (0.4 cm/dia). Posteriormente,
se extrajeron en condiciones esteriles 4 circunferencias de agar con micelio de
las cajas Petri, para llevarlas aun matraz de 250 mL con 50 mL de Tween 80
(0.05%) , donde se agitaron vigorosamente con un agitador magnético, después
se procedid a determinar la concentracion de esporas en una camara de
Neubauer; finalmente, se calcul6 el volumen necesario para tener una

concentracién 10> esporas/ mL de medio (alrededor de 200 uL)

4.6. Determinacion de la Biomasa

Para la determinacion de biomasa se vertié el agar de una caja Petri con el
micelio en un vaso de precipitados de 1 L con 200 mL de agua acidificada con
HCI (pH 3). El agua acidificada se utiliz6 para impedir que gelificara el agar, sin
embargo andlisis finales mostraron que el pH Unicamente cambiaba de 6.5 a 6,
debido al sistema amortiguador del medio. Posteriormente, se metio el vaso de
precipitados con el agar en un horno de microondas (Panasonic NV-950B) en el
nivel 9 de intensidad por 2 minutos, esto permitié fundir el agar y separar la
biopelicula formada sobre el agar, después se filtr6 a través de un papel
Whatman # 1 a peso constante. El filtrado se recuperdé en tubos Falcon.
Posteriormente, se lavo la biomasa y el papel con abundante agua caliente, ya
que en algunos casos se formaban pequefios grumos de agar, después se metio
el papel en un horno a 60 °C hasta peso constante (aproximadamente 24 h).
Finalmente, se pasé a un desecador por 24 h y se calculd la biomasa seca por

diferencia de peso. Los resultados se expresaron en g de biomasa/L de medio.

Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se ajustaron con la
ecuacion logistica (Okasaki, 1980).
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s
dt X max

Donde: Hmax €S la tasa especifica de crecimiento méaxima (h™), X es la biomasa en

un tiempo (t) y Xmax €S la biomasa méaxima que alcanza el cultivo, cuando dx/dt=0

La solucién de la ecuacion logistica para X>0 es la siguiente:

X

max

T (@+Ce )

Donde: C = (X =Xo)
XO

Para estimar pmax Se utilizé el programa llamado “solver” presente en la hoja de

calculo de excell (MICROSOF), a través de un procedimiento de minimizacién de

las sumas de los errores.
4.7. Cuantificacion de la glucosa residual

El azlicar residual se midi6é por la oxidacién de azucares reductores por el acido
3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959), para lo cual se realizd6 una curva patrén de 0 a
500 mg/L de glucosa. Las determinaciones se realizaron por triplicado de la
siguiente manera: en tubos de ensayo (10x100 mm) se pusieron 2 mL de la
muestra (el filtrado recuperado de la determinacion de biomasa) y 3 mL del
reactivo de DNS, esta mezcla se puso a bafio maria por 15 minutos, después se
enfriaron los tubos con agua a temperatura ambiente y se procedié a leer la

absorbancia en un espectrofotbmetro a 640 nm.
Las absorbancias obtenidas fueron transformadas a unidades de concentracion

(g/L de glucosa), los promedios obtenidos, se ajustaron por la ecuacion propuesta
por Pirt (1967) que se muestra en seguida.
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Donde: S es la concentracion de sustrato (g/L), Yws €s el rendimiento (gx/gs) y m
es el coeficiente de mantenimiento (gs/gx h), la solucién de la ecuacion anterior en

funcidén de X es la siguiente:

X=X, mX., |n{xmax —xo}
Yx/s Hirax Xmax_x

Donde: S es la condicién inicial para la concentracion de sustrato en el medio

S(t)=S, -

y Xmax €S la biomasa maxima que alcanza el cultivo. A través de un
procedimiento de minimizacion de errores con el programa “solver” (MICROSOF)

se estim6 el Yys.

4.8. Medicion del diametro de las hifas

El andlisis de imagenes digitalizadas permitio estimar el diametro de las hifas, a
continuacion se explica la metodologia utilizada en este trabajo: Se inocul6 con 5
ML de suspension de esporas (la utilizada en las cinéticas de produccion de
biomasa) en el centro de la caja de Petri en condiciones estériles, la caja Petri
contenia 30 mL del medio propuesto por Kafert (1977), se eligié esta manera de
inocular debido a que se podian observar las hifas distales de forma individual,
por la tanto la medicidn se facilitaba, la siembra en forma de “césped” dificultaba
la observacion de las hifas individuales, ademas era muy complicado identificar

las puntas.

La captura de las imagenes se realiz6 directamente sobre la superficie de agar
después de 32 h de haber inoculado (antes de la esporulacion), ya la esporulacion
impedia observar con claridad las hifas. Se utilizo el objetivo 40 X para enfocar
la hifa (cerca de la punta), se digitalizaron 15 imagenes de diferentes hifas

distales que se encontraban en la periferia de la colonia, estas imagenes fueron
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analizadas con el programa IMAG J, en donde a través del “mouse” se
selecciond la distancia a medir (didmetro de la hifa) y a partir de una calibracion
previa el programa proporcioné la equivalencia de la distancia seleccionada en

pixeles. La calibracion se realizdé con una camara de Neubauer (191 pixeles= 200

pm)

30



CAPITULO 5

DESARROLLO TEORICO

La parte central de este trabajo fue establecer una metodologia que permitiera
estimar el flux de glucosa en cultivos superficiales, a través de relaciones que
consideraran los cambios morfométricos y las variables de respuesta fisioldgicas

de los cultivos.

Para ello se plante6 la posibilidad de estimar el éarea disponible de
transferencia de nutrientes, a partir de medidas microscépicas de los diametros
de las hifas, considerando que las hifas tienen una geometria cilindrica, sin
embargo esta area deberia estar relacionada con un parametro macroscoépico
para ello se  establecidé la relacién areal/volumen de la hifa, para que la
expresion final estuviera en términos de la densidad de la biomasa, derivado de

lo anterior se obtuvo la siguiente ecuacion.
4
S L-X,0)
HPWL— Ao

Donde: A, es el &rea por gramo de micelio seco, dy es el diametro promedio de

las hifas y p es la densidad del micelio humedo. EI flux de un soluto se puede

estimar con la siguiente ecuacion.

Donde: (s es el consumo especifico de glucosa y umax €S la tasa especifica de
crecimiento, con base en las dos ecuaciones anteriores Yy junto con la ecuacion
logistica, la propuesta por Pirt y la primera ley de Fick se obtuvo una ecuacion

qgue permiti6 relacionar el flux de glucosa a través de la membrana a partir de
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parametros fisiolégicos y microscépicos, la ecuacidbn que se obtuvo fue la

siguiente:

_ Ay Pl (1_ XHZO )

A
4y
%

La ecuacién anterior relaciona parametros microscopicos con variables
fisiolégicas propias del cultivo que ademas se pueden estimar con técnicas

comunes en biotecnologia.

5.1. Estimacion del flux de glucosa a partir de un modelo fisiolégico

En este capitulo se presentan las ecuaciones que se utilizaron para estimar el
flux de glucosa, asi como también las consideraciones bajo las cuales se

realizaron los céalculos.

Las ecuaciones que se abordan en este documento se sustentan en el hecho
de que el transporte de nutrientes se da a través de las hifas, y que es posible
determinar el flux de glucosa, considerando que el area disponible para la
transferencia de solutos, puede ser modelada por un cilindro, como se muestra

en la figura 11.
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Figura 11. Simulacion de la geometria de una hifa, con un didmetro (dy) y una
longitud (L). Las flechas indican que el transporte de glucosa se lleva a cabo por

las paredes laterales.

De acuerdo con la consideracion anterior, el area de transferencia de nutrientes,

estaria dada, por el area del cilindro de la figura 11.

Donde: dy y L es el didmetro promedio de las hifas y la longitud promedio de las
hifas respectivamente,.el volumen de la hifa seria aproximadamente el volumen

del mismo cilindro.

_ ]
4

V

Con el objetivo de cuantificar el area en términos de la densidad del micelio, se

dividio el area entre el volumen.
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Por otro lado: V =m/p ,donde m es la masa del micelio himedo y p es la

densidad del micelio hiimedo.

Debido a que experimentalmente se mide la biomasa seca, entonces se resta la

fraccion de agua en el micelio (Xu20).

4
A = o (5)

Donde: Ay es el area por unidad de masa seca. Con la ecuacién 5, es posible

estimar el area especifica de un cultivo, a partir de un parametro microscoépico

(dw) Y un macroscopico (p).

El flux de sustrato se puede obtener a partir de la siguiente ecuacion:

Donde: Js es el flux de sustrato, gs es el consumo especifico de sustrato, el gs se

puede obtener de parametros fisioldgicos con la siguiente ecuacion.

Donde: umax €s la tasa especifica de crecimiento maximo y Yys €s el rendimiento

biomasa/sustrato, pmax Se puede estimar a partir de la ecuacion logistica

(ecuacion 8) (Okasaki, 1980) a partir de un proceso de minimizacion de errores.
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El Yys se puede obtener a partir de la ecuacion (9) propuesta por Pirt (1967) a

través de un proceso de minimizacion de errores.

De la sustitucion de la ecuacion 5y 7 en la ecuacion 6 se obtiene la siguiente
ecuacion, con la cual se puede estimar el flux de glucosa a partir de parametros

microscopicos y fisioldgicos.

By Pl L= X0 ) oo, (10)

4Y
%

Jg =

5.2. Modelo de difusién simple
El transporte de una sustancia a través de un medio, es consecuencia de un

gradiente electroquimico. Esta relacion esta expresada por la ecuacién de Nernst-

Planck.

Jo =[S (dGs/dX) oo, (11)

Donde Js es el flux de S, x es el espesor de la barrera que atraviesa el soluto,

dGs/dx es el gradiente electroquimico de S, y Us es la movilidad (velocidad

por unidad de fuerza) en el medio.

La energia libre varia con la concentracion de acuerdo con la siguiente ecuacion.
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AGs =RTIN[S] ..o, (12)

Cuando el soluto es una molécula sin carga eléctrica (glucosa, en este caso),

AGs esta dado por la ecuacion 12 que al sustituir en la ecuaciéon 11, la

ecuacion de Nernst-Planck, se reduce a la siguiente ecuacion..
Js =—Dg (d[S]/dX) oo, (13)

La ecuacién anterior, corresponde a la primera ley de Fick, Donde Ds=RTUs es
el coeficiente de difusibn de S en el medio de interés, que difunde para

eliminar el gradiente de concentracion d[S]/dx.

Para una membrana de espesor X, la ecuacién (13) se reduce aproximadamente

a.
DS
Jg = 7([s]fuera ~[STgentro) = Ps (ST usera =[S Lientro) +++cv-vvvrevvverene (14)

Donde Ds es el coeficiente de difusion de glucosa en la membrana y Ps=Ds/X, es
el coeficiente de permeabilidad de glucosa en la membrana. Al igualar la ecuacion
14 con la ecuacion 10 se obtiene la siguiente ecuacion, con la cual es posible

estimar el coeficiente de permeabilidad.

P __ de:umax(l_XHZO) 15)
s 4y ([S ] o [S ]demro ) ........................... (

Si se considera que la glucosa es fosforilada lo suficientemente rapido para que

no se acumule dentro de la célula, entonces [S],..,, es aproximadamente cero
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5.3. Modelo de difusion facilitada

Se construyé un modelo de difusion facilitada, asumiendo que los
transportadores se comportan como una enzima que sigue el comportamiento de

una cinética de saturacion, por lo tanto se utilizé la ecuacién de Michaelis-Menten,

Donde: S es la concentracion de glucosa en el medio, Km es la constante de
afinidad del transportador por el sustrato. Para la estimacion de los flux se

utilizaron los siguientes parametros cinéticos encontrados por Torres y col.(1996).

Parametros del transportador de baja afinidad.
Vmax=9.36 X10° g s'g DW™
Km= 6.7X10™ g/L

Parametros del transportador de alta afinidad.
Vmax=1.35X10" g s*g DW™
Km=4.7X10" g/L

De esta manera se pudieron construir dos perfiles de flux de glucosa, uno
cuando opera el transportador de baja afinidad y otro cuando opera el
transportador de alta afinidad. La ecuaciéon 16 considera el didmetro promedio de
las hifas correspondiente a cada concentracion ya que el flux maximo se estimé

con la siguiente ecuacion.

Donde: A es el area especifica obtenida a partir de la ecuacion 5, la cual es
dependiente del diametro de las hifas
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CAPITULO 6

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con la ecuacion 10 vy las consideraciones que ésta implica (capitulo
5) , es posible estimar el flux de glucosa, a partir de variables que describen el
comportamiento macroscopico (Xmax, Umax Y Yxis) Y microscopico (dy) del cultivo.
Para estimar las primeras, se siguid la cinética de produccion de biomasa y
consumo de glucosa en el tiempo (en cajas con inoculacion tipo césped) y para la
segunda, se midio el didmetro de las hifas a un tiempo fijo (32 horas).

En este capitulo se presentan las curvas de produccion de biomasa
correspondientes a cada concentracion de glucosa, ajustadas con la ecuacion
logistica, de las cuales se obtuvieron las variables de respuesta Xmax Y Hmax
después, se muestran los valores de los Yys obtenidos a partir de los ajustes
realizados con la ecuacién propuesta por Pirt (1967). Posteriormente, se
muestran los resultados obtenidos de las mediciones de los didmetros de las hifas
para cada concentracion y finalmente, los resultados de los flux obtenidos para

cada concentracion de glucosa.

6.1. Estimacion de la velocidad maxima de crecimiento especifico (4 max) Y

biomasa maxima (Xmax)

En la figura 12 se muestran las curvas de produccion de biomasa, ajustadas con
la ecuacion logistica (ecuacion 8), de donde se obtuvieron los valores de pmax Y
Xmax- La produccion de biomasa inici6 para todos los cultivos alrededor de las
20 h después de inocular, la concentracibn maxima de biomasa se alcanzo a las
74, 64, 82 y 92 h para las concentraciones de 12.5, 25, 50 y 100 g/L

respectivamente. De acuerdo con esto, es evidente que existié una tendencia a
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prolongarse la fase de crecimiento con respecto a la concentracion glucosa,
para concentraciones superiores a 25 g/L, estos resultados concuerdan con los
observados por Favela y col.(1998), donde utilizaron el mismo tipo de cultivo

(superficial) y la cepa silvestre (C28B25) como inoculo.
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Figura 12. Curvas de produccion de biomasa, a diferentes concentraciones de
glucosa ajustadas con la ecuacion logistica, las lineas interrumpidas
corresponden al modelo y los puntos a los datos experimentales: - O --12.5
(R?=0.98); -- A--25 (R?*=0.99); - e- 50 (R%=0.99): - 0 -- 100 (R?=0.99) g/L

Por otro lado los valores de p max, que se muestran en la tabla 2, no presentan
alguna tendencia, que pudiera sugerir alguna relacién entre esta variable y la
concentracion de glucosa. Al respecto Favela y col.(1998), estimaron los valores
de n para Aspergillus niger en cultivo superficial, a diferentes concentraciones de
glucosa, y encontraron que p no se correlaciona con la concentracion de glucosa
(tabla 2), los resultados anteriores apuntan hacia la idea de que bajo las
condiciones de estudio el valor de p es independiente de la concentracion de
glucosa. La dependencia de p con la concentracion de sustrato es descrita por la
ecuacion de Monod, al respecto la constante de saturacion (Ks) para el género
Aspergillus cuando utiliza como sustrato a la glucosa es de 0.005 g/L (Pirt, 1975),

lo cual explica la independencia de y a la concentracion de glucosa en el medio.
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Tabla 2. Valores de p max €n cultivos superficiales de Aspergillus niger, a
diferentes concentraciones de glucosa.

Este trabajo Favelay col, (1998)
Glucosa I max Glucosa (g/L) p max (™)

(g/L) (h)

12.5 0.109+0.023° 30 0.247
25 0.123+0.021° 50 0.222
50 0.103+0.020° 100 0.232

100 0.099+0.009%

Los datos con letras iguales en la misma columna no difieren significativamente
(P<0.05, prueba de Tukey)

6.2. Rendimiento biomasa/sustrato Yx/s

La obtencién de Yys, fue resultado de las cinéticas de consumo de glucosa,
ajustadas con la ecuacién propuesta por Pirt (ecuacién 2), los datos de la tabla 3
muestran una disminucién en el rendimiento Y s, con respecto al incremento en
la concentraciéon de glucosa, una tendencia similar fue reportada por Favela y col.
(1998) (tabla 3), los resultados anteriores podrian sugerir que los cultivos con
altas concentraciones de glucosa (100 g/L), presentaron una disminucién en la
sintesis de biomasa, hasta de 2.5 veces con respecto a los cultivos con bajas
concentraciones de glucosa (12.5 g/L), sin embargo este efecto no se debe a la
concentracion de glucosa en el medio, si no a la formacion de gradientes de
oxigeno por el incremento en la biomasa por unidad de superficie (tabla 3). Oostra
y col. (2001) mostraron que la concentracion de oxigeno en el micelio es
dependiente de la profundidad y que hay zonas donde es cero, esto indica que
existen zonas del micelio en donde el carbono es metabolizado por via

anaerobia.

En la tabla 3 se observa que en la proporcién con que disminuye el Yy s aumenta
el gs sin embargo, el incremento en el Qs es una consecuencia de la
concentracion de glucosa en el medio, asi lo sugieren algunos trabajos (Kubicek-
Rohr ,1977; Charley, 1981;Krzystek y col.,1996).
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Las curvas de glucosa residual

(figura 13) indican que practicamente toda la

glucosa fue consumida (> 95%) en todas las concentraciones de glucosa

probadas, este resultado indica que no hubo nutrientes que limitaran el consumo

de glucosa, ya que la proporciéon de todos los componentes del medio se

mantuvo constante con respecto a la concentracion de glucosa.

Tabla 3. Datos de Yys, calculados a partir de la ecuacion propuesta por Pirt

(ecuacion 2), y consumo especifico de glucosa (qs), obtenido, como el cociente

Hmax/ Yx/s.

Este trabajo

Favelay col. (1998)

Glucosa Xmax2 Y s Js Glucosa Yws
(9/L) (mg/cm?) (9x/gs)  (gsfaxh) | (g/L) (9x/9s)
125 1.9+0.14 0.419 0.246 30 0.466
25 4.0+£0.39 0.430 0.285 50 0.366
50 5.1+0.31 0.250 0.382 100 0.272
100 8.2+0.56 0.173 0.571
@30
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Figura 13. Cinéticas de concentracion

de glucosa, las lineas discontinuas

corresponden al modelo (Pirt, 1967) y los puntos a los datos experimentales (- O

--12.5 (R?= 0.99); -- A--25 (R*=0.98); - - 50 (R?=0.99); - o — 100 (R?=0.97) g/L)
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6.3. Didmetro promedio de las hifas (du)

Los diametros de las hifas se obtuvieron de 15 mediciones de la periferia de la
colonia. Se observo una disminucion en el diametro de las hifas con respecto al
incremento en la concentracion de glucosa (figura 14), para todas las
concentraciones de glucosa. El efecto global (cuando se cambio la concentracion
de 12.5 a 100 g/L de glucosa) fue una disminucion del 65 % en el diametro y un
incremento del 55 % en el area especifica (tabla 4), este fendbmeno ha sido
observado en el mismo tipo de cultivo por Larralde y col. (1997), quienes
observaron una clara disminucién el diametro de las hifas con respecto al
incremento en la concentracidén de glucosa inicial (tabla 4), la cual representé una
disminucién del 48 % en el didmetro y un incremento del 80 % en el area
disponible para la transferencia de nutrientes. Este fendmeno también ha sido
observado previamente por Mitchell (1991) y Wiebe (1992), en rangos de
concentracion similares a los probados en este trabajo (menores a 100 g/L de
glucosa). La causa de estos cambios morfométricos aln no es clara, pero de
acuerdo con las observaciones de Farkas (1990), basadas en la teoria vesicular
(Barnicki, 1973), la pared que recién se forma durante el proceso de crecimiento
hifal es blanda, y a medida que pasa a ser parte de las paredes laterales se
vuelve rigida. Esto indica que la pared celular es vulnerable a la presion osmatica
que ejerce el medio de cultivo, por lo tanto el diametro de las hifas (dy) estaria
determinado por la presiébn osmaética que ejerza el medio, es decir que cuando la
hifa se encuentra en un medio con una presion osmética mayor a la interna, la
hifa disminuye su diametro, debido a la presion que ejerce el medio sobre ésta,
esto podria explicar la disminucién del dy con respecto al incremento en la
composicion quimica del medio (la presion osmoética es proporcional a la

concentracion de solutos).
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Figura 14. Cambios en el diametro de las hifas con respecto a la concentracion

de glucosa.

Asociado a la disminucién en el diametro de las hifas, se derivan dos
consecuencias. La primera, es una disminucion de la presién generada por los
solutos disueltos, al respecto Larralde y col. (1997), mencionan gque los cambios
morfométricos observados se deben a una adaptacion a un medio de alta
presion osmética, aunque no lo menciona, pero podria estar implicito, es que
derivado de la expresion P= F/A, la presion es inversamente proporcional al area,
luego entonces un incremento en el area de transferencia, permite disminuir la
presion que ejercen los solutos sobre las hifas. La otra consecuencia es la
disminucion  del flux, debido al mismo fendmeno (incremento en el area
especifica), Este efecto no se ha considerado, por quienes han estimado el flux
en cultivos con diferentes concentraciones de glucosa, por ejemplo en el trabajo
de Papagianni y Mattey (2004), se muestra un modelo similar para estimar el flux
de glucosa, sin embargo consideran que el area de transferencia es constante,
aceptando que el diametro de las hifas es constante en todos las concentraciones
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de glucosa. De acuerdo a la tabla 4 se puede concluir que el area no es
constante, y que puede tener un efecto importante de acuerdo a estos

resultados, (el area se incrementé hasta un 55%) en los céalculos del flux.

Tabla 4. Diametros promedio de las hifas, correspondientes a diferentes
concentraciones de glucosa. A, se calcul6 a partir de la ecuacion 5.

Larralde y col.

Este trabajo (1997)
Glucosa dy A, Glucosa du
(g/L) (Lm) (m*)/g | (glL) (um)

125 4.340+0.18° 4.3 10 6.32+£0.69
25 3.753+0.27° 50 40 544 +0.90
50 3530+0.35° 53 70 495+0.64
100 2.830+0.37° 6.6 120 485+0.84

300 3.37+0.36

Los datos con letras iguales en la misma columna no difieren significativamente
(P<0.05, prueba de Tukey)

6.4. Estimacion del flux de glucosa

Para cada concentracién de glucosa se estimé el flux de acuerdo a la ecuacién
10. En la figura 15 se muestra una comparacion entre los flux calculados con la
ecuacién 10 vy los calculados con la misma ecuacién pero asumiendo que el
diametro de las hifas se mantiene constante, esto se realizO para observar el
efecto que tienen los cambios morfométricos en el flux de glucosa. El resultado de
esta comparaciéon indica que el efecto de la disminucion en el diametro de las
hifas en el flux, aumenta conforme la concentracion de glucosa en el medio
aumenta (de 25 a 50 g/L y de 50 a 100 g/L). Por ejemplo cuando la concentracion
de glucosa fue de 25 g/L, el flux obtenido con duey, fue 14 % menor con respecto
al calculado con duconst, €ste porcentaje aumentd a un 35 % cuando la
concentracion en el medio fue de 100 g/L. Esto sugiere que el flux de glucosa

puede ser modificado por el decremento de dy, y que éste depende de la
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concentracion de solutos en el medio, de acuerdo a los resultados de la seccién

anterior.

Otro aspecto a considerar es que la tendencia de los flux cuando se
considerd dy constante, es lineal (r*=0.999), lo cual indica que el mecanismo de
transporte obedece a un modelo de difusion simple, sin embargo los cambios de
dy, modifica este comportamiento, tal como se observa en la figura 15.

4.E-09 -
dy const

3.E-09 - -‘____,"" dHexo

2.E-09 A

J (glem?s)

1.E-09 -

0.E+00 ‘ ‘ |
0 40 80 120
Glucosa (g/L)

Figura 15. Comparacion de los flux de glucosa, considerando que no existen
cambios morfométricos (du const ), con los flux de glucosa con dy exp. En ambos

casos el flux se estimé con la ecuacion 10.

6.5. Comparacion con el modelo de difusion simple

Se calcularon los flux de glucosa, considerando que el mecanismo de transporte
de glucosa es descrito por el fendmeno de difusion simple, los datos se
obtuvieron a partir de la ecuacion 14, para estos calculos se asumioé que el
coeficiente de permeabilidad (p), es de 1x107 cm/s (Burgstaller ,1997), y que
este coeficiente se mantiene constante en todos los niveles de glucosa probados
(12.5-100 g/L). En la figura 16 se muestra la comparacion entre los flux
estimados con el modelo fisioldgico ( ecuacién 10) y los calculados a partir del
modelo de difusién simple, la figura indica que los flux calculados con el modelo

fisiolégico se correlacionan con el modelo de difusion simple  hasta
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concentraciones de 25 g/L de glucosa, esto es congruente con lo reportado por
Wayman y Mattey (1999), quienes describen del consumo de glucosa por
Aspergillus niger con el modelo de difusion simple, para concentraciones de
glucosa menores de 33 g/L. De acuerdo con estos autores el modelo de difusion
facilitada, no describe el fenbmeno, debido a que los transportadores no se
encuentran en condiciones de saturacion, por lo tanto el fenédmeno de difusion
simple puede describir el flujo de glucosa bajo estas condiciones. Estas
evidencias conducen a la idea de que el fendémeno de difusion simple en
Aspergillus niger, no puede ser regulado cuando se encuentra en un medio con
concentraciones de alrededor de 25 g/L de glucosa, es probable que bajo estas
condiciones de concentracion de glucosa, la  difusibn simple opere en

Aspergillus niger, como un fendmeno absolutamente fisico.

La ausencia de correlacion observada, entre el modelo de difusion simple vy el
modelo fisiolégico, para concentraciones de glucosa mayores a 25 g/L, se le
pueden dar dos explicaciones, una de ellas se abordara en la siguiente seccién,
donde se compara el modelo fisiol6gico, con los modelos de difusion facilitada.
Otro fendmeno que podria explicar estos resultados es una disminucion en el
gradiente de concentracion de glucosa, es decir que la concentracion de glucosa
en el interior de la célula, sea mayor a cero, sin embargo, las evidencias sugieren
gue bajo las condiciones de estudio la concentracion de glucosa en el interior de
la célula es cero, pues se ha mostrado que incrementos en la concentracion de
glucosa en el medio, provoca un aumento en la concentracion de fructosa 1-6
difosfato, un fuerte activador de la glucdlisis (Kubicek y col., 1990), esto sugiere,
que la célula se adapta para metabolizar la glucosa que se encuentre en el
medio. También sobre esta linea se conduce el trabajo de Torres y col. (1996),
gue muestra a través de un analisis bioquimico de la sintesis de acido citrico,
llevada a cabo por Aspergillus niger, que los pasos limitantes del proceso son el
transporte de la fuente de carbono y la remocion del producto (acido citrico). Lo
anterior sugiere que Aspergillus niger metaboliza rpidamente la glucosa, por
lo que esta no se acumula en la célula, sin embargo parece ser que la rapidez

con la que actia la hexoquinasa de Aspergillus niger, no es suficiente cuando
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las concentraciones de glucosa son superiores a 80 g/L (Kubicek y col., 1990),
De acuerdo con las concentraciones de glucosa que se probaron en este estudio
(12.5-100 g/L), y a las evidencias antes mencionadas no hay acumulacién de
glucosa en la célula, por lo que no resulta ser una explicacion satisfactoria, para

los flux de glucosa observados.

1,E-08 ~
Difusion simple
8,E-09 -
w
£
S 4,E-09 -
(=] - ;.
iy Modelo fisioldgico
0,E+00 T T T ]

0 25 50 75 100
Glucosa (g/L))

Figura 16. Diferencias entre los flux calculados con el modelo fisiolégico

(ecuacion 10) y el modelo de difusion simple.
6.6. Cambios en la permeabilidad de Aspergillus niger

Con el objeto de explicar los resultados obtenidos con el modelo fisiol6gico, se
abordaron dos aspectos en la seccion anterior: el primero es que la difusion
simple es un fenémeno fisico, que no puede ser controlado por Aspergillus niger
a concentraciones menores de 25 g/L, y el segundo es que las diferencias entre
los flux calculados con el modelo fisiolégico con respecto a los calculados con el
modelo de difusion simple, no se pueden explicar en términos de una disminucion
en el gradiente de concentracion de glucosa, con base en lo anterior se propone
como una posible explicacidén a este hecho, que existen cambios en el coeficiente

de permeabilidad (P) de las membranas de Aspergillus niger, los cuales permiten
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controlar el flux de glucosa. En la figura 17 se muestran los valores de
permeabilidad calculados con la ecuacién 15, se observan disminuciones en la
permeabilidad (73%) cuando se incremento la concentracion de glucosa de 12.5
g/L a 50 g/L, este fendmeno ha sido propuesto por Viniegra y Favela (2006) a
partir de un modelo matematico que explica los bajos niveles de represion
catabdlica observados en cultivos sdélidos en funcion de adaptaciones en la
permeabilidad al sustrato. Asi mismo, Maldonado y Saad (1998) reportaron
cambios quimicos (concentracion de acidos grasos saturados) en las membranas
de las células en funcion del tipo de cultivo ( liquido y s6lido) (Maldonado y Saad,
1998), lo cual da indicios de que existen cambios en la fluidez de la membrana
en funcién de las condiciones del cultivo, algunos trabajos sugieren que los
cambios en la fluidez y como consecuencia en la permeabilidad se deben a la
actividad de agua en el medio de cultivo (Lesage, 1993), sin embargo los analisis

realizados en este trabajo no permiten explicar los cambios en la permeabilidad.

1,60E-07 §
1,20E-07 A

8,00E-08 -

P (cm/s)

4,00E-08 -

0,00E+00 T T T i
0 25 50 75 100

glucosa (g/L)

Figura 17. Perfil de la permeabilidad de la membrana, calculado con la ecuacion
15.

El valor méas alto de permeabilidad que se encontré en este trabajo (1.2x10” cm/s)

es comparable con los reportados para Aspergillus niger y para otros
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microorganismos (tabla 5). Esta similitud muestra que la metodologia que se
utilizé en este trabajo podria ser utilizada en trabajos posteriores.

Tabla 5. Coeficientes de permeabilidad (P) reportados para algunos

microorganismos.

Tipo de Coeficiente de Referencia.
membrana permeabilidad
(cm/s)
Spinacia 2x10™’ Glimmler y col.
plasmalemma (1998)
Nitella 5x10° Collander (1954)
Membrana 1X10” Burgstaller (1997)
fungica
Aspergillus niger 1.2X10”7 Este trabajo

6.7. Comparacién con el transporte por difusion facilitada (alta y baja
afinidad)

Los flux de glucosa calculados con el modelo fisiol6gico fueron comparados con el
modelo de difusién facilitada, en la figura 18 se muestra que si Unicamente los
transportadores de baja afinidad participaran en el transporte de glucosa, los flux
serian menores (de 8 a 17 veces) con respecto a los calculados con el modelo
fisiologico. Lo anterior da indicios de que bajo las condiciones de estudio, los
transportadores de alta afinidad fueron los responsables del transporte de
glucosa. De acuerdo a lo que se observa en la figura 18, no se puede deducir, la
ausencia de los transportadores de baja afinidad, debido a que el efecto que
tiene sobre el flux total es muy poco (alrededor del 5%), estos resultados son
congruentes con el trabajo de Torres y col.(1996) el cual sugiere que la expresion
de los transportadores de baja afinidad se lleva a cabo cuando en el medio
existen altas concentraciones de glucosa (alrededor de 150 g/L), en otras
condiciones, los transportadores de alta afinidad son los encargados del

transporte de glucosa.
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Por otro lado, también hay evidencias de que cuando los transportadores de baja
afinidad no se expresan, la expresion de los acarreadores de alta afinidad
aumenta, como un mecanismo compensatorio (Forment y col., 2006). La curva
que describe los flux calculados con el modelo fisiolégico (figura 18), no describe
una saturacion lo cual sugiere un mecanismo de transporte alterno, por ejemplo
el de difusion simple que opera como un mecanismo absolutamente fisico, o bien
diferentes niveles de expresion de los transportadores. Las curvas de baja y alta
afinidad muestran una disminucién en el flux de glucosa debido al incremento del

area especifica (Ax).

4.E-09 -
3.E-09 |
"
(\"(n
‘S 2E-09
(8]
(=)
\,_,’
1.E-09
0 0
0.E+00 # . ; ; : .
0 20 40 60 80 100

Glucosa (g/L)

Figura 18. Comparacion entre los perfiles del flux de glucosa calculados con el
modelo fisiolégico (ecuacion 10) y el de difusién facilitada (se utilizaron los
pardmetros cinéticos publicados por Torres y col. , (1996) ( -- o -- Baja afinidad, ---

O — alta afinidad --A --Modelo fisiologico)

CONCLUSIONES
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Los estudios realizados en caja Petri con glucosa como unica fuente de carbono
demostraron que existen cambios morfométricos y de permeabilidad en las hifas

gue regulan el flux de glucosa a nivel de membrana.

El flux de glucosa en Aspergillus niger para concentraciones de 12.5 a 25 g/L

ocurre como un proceso absolutamente fisico.

El modelo fisiolégico propuesto en este trabajo, por considerar pardmetros
microscopicos Y fisiologicos propios del cultivo tiene gran sensibilidad y validez
para los cultivos crecidos en superficie, también permite estimar cambios en la

permeabilidad a la glucosa.

El modelo de difusion facilitada mostr6 que los sistemas de transporte son

saturables para concentraciones superiores a 25 g/L.

Los flux calculados con el modelo fisiolégico no mostraron represion en los

transportadores de alta afinidad.

RECOMENDACIONES
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Finalmente, se escriben algunas inquietudes surgidas durante la realizacién de
este trabajo que podrian ser consideradas para la realizacion de trabajos

posteriores.

Un fendmeno que podria ser de interés resolver, es la causa de los cambios
observados en el didmetro de las hifas, pues si bien el trabajo de Larralde y col
.(1997) y éste, sugieren que la presion osmotica del medio podria determinar el
diametro de las hifas, sustentandose en la teoria vesicular, también es probable
que los cambios morfométricos observados se deban a un fenédmeno regulado
por la concentracién de glucosa y no por lo presion osmdtica, por ello se deben

realizar trabajos que permitan separar estas dos variables.

Este trabajo no explica los cambios observados en la permeabilidad a la
glucosa, por lo que trabajos relacionados con la composicién quimica a nivel de
membrana, niveles de expresion de los transportadores de alta y baja afinidad vy
estudios cinéticos de los transportadores (saturaciéon de los sistemas de
transporte) podrian explicar los cambios en la permeabilidad observados en este
trabajo.

Los estudios de respirometria en cultivos sdlidos podrian sugerir si existe
alguna relacion entre la permeabilidad a la glucosa y la disponibilidad de
oxigeno, es decir si los cultivos sdlidos regulan el flux de glucosa en funcién de la
disponibilidad de oxigeno, ésto junto con estudios relacionados con los niveles de
expresion de enzimas inducibles, podrian explicar los bajos niveles represion
catabdlica observados en cultivos sélidos y el hecho de que la eficiencia
biosintética (Yys) sea independiente de la concentracion de glucosa inicial en

este tipo de cultivos.
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