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RESUMEN 
La producción  de  enzimas  por  microorganisrnos  ha  tomado  en los últimos d o s  una gran 
importancia debido a la facultad de algunas  bacterias y hongos  filamentosos  de  producir 

mimas de  importancia  industrial. 

La enzima  invertasa  ha sido estudiada  principalmente  en  levaduras y en  algunas especies de 

hongos  filamentosos ( AspergiZlus nialarlmts y Aspergillus nzger) como un modelo  para el 

conocimiento  del  mecanismo  de  producción  de  enzimas. 

Antier y col. (1993) aislaron dos clases de  mutantes a partir  de  la  cepa  silvestre C28B25 de 

,Bspergillus nzger, que  demostraron  menor  grado de: represión  de  la  producción  de 

pectinasas  por  la  presencia  de  glucosa,  sacarosa o gJucomnato. Un  tipo  de  mutantes 

llamada AW 99 creció y esporni6  nipido a  alta  actividad  del  agua (aw) y otra, llamada AW 

96, Io hizo con  bajo  nivel  de  a,. 

Romero (1996) demostró  que  la  desregulación  de  la  síntesis  de  hidrolasas  era  general 

(pectinasas,  amilasas,  invertasas), y por lo  tanto se asociaba  a  mutaciones  probablemente 

pleiotrópicas  de  interés  para  la  producción  industrial  de  enzimas  por  tener  aumentada  su 

producción. 

En esta  tésis  se planteó  como  objetivo evaluai el efecto combinado  del  tipo  de  sustrato 

(glucosa o sacarosa) y el  nivel de a, (0.96, 0.98,  0.99) sobre el perfil  de  producción  de  la 

enzima  invertasa  por  las  mutantes AW 96-3 y AW 99-iii , porque  esta  enzima  solo  tiene 

dos genes estructurales (sud y suc2) cuya  regulación  está  cada  vez  mejor  conocida y por 

ello, puede ser un sistema  modelo para analizar mejor  esta  clase  de  mutaciones. La 
hipótesis  que se planteó  para  este  trabajo fue que estas  mutantes  estan  desreguladas  en 

cuanto a  la  represi6n  por glucosa de la síntesis  de  invertasa y que  son muy distintas  entre sí 

en su sensibilidad  ante  cambios  de  la  actividad  de  agua. 

Se corroboró  que las cepas AW 96-3 y AW 99-iii son parcialmente  resistentes al efecto 
inhibitorio  de  la  glucosa en la síntesis de la  inverta,ya, a comparación  de  la  completa 

iAibici6n por glucosa @O@) observada con  la  cepa C28B25. Esto confirma  la  hipótesis 

de  una  mutación  regulatoria  de  carácter  general  que  reduce  la  represión  de  varios  genes a  la 
vez. 



En  todos  los  experimentos se observ6 que al disminuirse  la  actividad  del agua se 

disrninuy6 el crecimiento de las cepas  en  estudio,  siendo mhs sensibles  a  este  efkcto la cepa 

nativa (C28B25) y la cepa  mutante AW 99- iii  a  compevacibn  de la AW 96-3. En cuanto  a 

la actividad  enzimhtica,  esta  tambidn fie afectada por los  cambios  en  la  actividad  del agua, 

pero este  efecto dependi6  del  tipo  de sustzafo utilizado. 

Al utilizar el medio  de  cultivo sacarosa y glucosa cada una por  separado, como sustrato, la 
cepa AW 96-3 fie la que manifest6 mayor  adaptabilidad  a las bajas  actividades  de agua 

produciendo  mayor  cantidad de mimas, lo  cual  confirma la idea  de  utilizar  medios 

selectivos  con  baja  actividad  de  agua  para  aislar  mutantes  que  pudieran  ser  de  inter& 

industrial  por  resistir  mejor las concentraciones  elevadas  de sustrato y por  ello  ser  menos 

susceptibles  de  infectarse  con  organismos  indeseables. 
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En SUS inicios la  industria  enzimáttica  se  basó  principalmente  en  el USO de plantas Y 

animales  como  proveedores  de  enzimas.  Posteriormente, Con el  desarrollo  de 
fermentaciones  en  tanque  agitado y de la manipulación  genética  de  microorganismos  para 

sobreproducir  compuestos  tales  como:  aminoácidos,  ácidos  nucleicos,  antibióticos, 

vitaminas,  enzimas y proteínas, los microorganismos  han  llegado  a  convertirse  en los 

principales  suministradores  de  enzimas  (tanto  en  volumen  como en variedad) 

(Stephanopoulos y Vallino, 1991) 

Las enzimas  son  proteínas catalíticas altamente específicas. Como otros tipos  de 

catalizadores,  aceleran  las  reacciones  reduciendo  la  energía  de  activación  para un cambio 

químico en  particular. Las enzimas  se  unen  estrechamente  a  una  molécula  de  sustrato y la 

conducen  por una vía  que  reduce  la  energía  de  activación.  Después  que  el  producto  de  la 

enzima es liberado,  éste se puede  unir a una  segunda  enzima  que  cataliza un cambio 

adicional. De esta  forma  cada  una  de las  moléculas en  una  célula  se  mueven  de  una  enzima 

a  la  otra  a lo largo  de  una  ruta  específica  de  reacción, y la  suma  de  todas  esas  rutas es  la 

que  determina el metabolismo  celular  (Alberts y col. 1993) 

El éxito de  todos  los  organismos  vivientes  se  atribuye  a  la  habilidad  de sus células 

para  formar  enzimas  de  diferentes  tipos,  cada  una  con  propiedades especificas. Cada 

enzima  tiene  una  forma  única y un sitio  de unión específico para  un  sustrato.  Como  otros 

catalizadores , las  moléculas de  enzima no sufren  ningún  cambio  después  de  participar  en 

una  reacción y pueden  fbncionar una y otra  vez  (Alberts, y col., 1993) 

El uso de  microorganismos  como  fbentes  de  enzimas  ha  reducido  el  principal 

riesgo  que  representa  utilizar  residuos  de  animales y plantas  como  fbentes  de esos 

catalizadores. La tecnología de la  Ingeniería  Genética,  que  permite  transmitir  genes  de  una 

especie  a  otra,  acelera  el  desarrollo y producción  de  enzimas  en  bacterias y hongos. Las 

bacterias  tienen la ventaja  de  rápido  crecimiento y ciclos cortos de  fermentación,  mientras 

que  los  hongos  pueden  producir  grandes  cantidades  de  enzimas y procesar  glucoproteínas. 
Actualmente, los hongos  llamados  imperfectos  proporcionan  una  amplia  variedad  de 

enzimas  comerciales  que se producen a gran escala y tienen un espectro  amplio  de 
aplicaciones. 
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Las enzimas  pueden  ser  intracelulares o extracelulares,  según  sean  conservadas 

dentro  de  las células 6 secretadas  al  medio  de  cultivo. Las enzimas  extracelulares  poseen 
tres  ventajas: (1) dado  que  la  molécula es segregada de la  célula no  se  requieren técnicas 

de  ruptura  celular, técnicas  dificiles de  aplicar  a  gran escala, (2) el  número  de  proteínas  que 

segregan es limitado  y  por eso  es relativamente fácil  aislar una  enzima  concreta  a  partir  de 

la  mezcla  y, (3) las enzimas  extracelulares  suelen  presentar una estructura  más  compacta lo 

cual las  hace  menos  susceptibles  a la desnaturalización  (Wang y col, 1978). 

El USO industrial  de  enzimas es una  parte  integral  de  una  amplia  variedad  de 

procesos  comerciales  y  aplicaciones  que  varían  desde su uso en la  manufactura  a  gran 

escala de  químicos  y  alimentos  procesados,  hasta su simple  inclusión  en  muchos  productos 

del  supermercado. Las diversas  propiedades  de  las  enzinlas les ha  permitido  ser  aplicadas  a 

una  amplia  variedad  de  procesos y productos. 

Las enzimas  se  elaboran  en  una  amplia  variedlad  de  formulaciones y actividades 

específicas. El costo del  producto es generalmente  inversamente  proporcional  al  volumen 

producido y variedad  de  aplicaciones. En un  extremo  se  encuentran  las  enzimas 

especialmente  producidas  por  necesidades  de  investigación,  las  cuales  son  típicamente  de 

alta  pureza,  altos costos y disponibles en muchas  variedades y formas. En el otro extremo 

esta  la  técnica de  producción  a  granel  de  enzimas  de  detergentes y alimentos,  típicamente 

proteasas y enzimas  que  hidrolizan  carbohidratos. Las enzimas  que  se clasifican entre las 

farmacéuticas  son  de  mayor  calidad  que  las  que  se  clasifican  entre  las  de  alimentos y 

normalmente  tienen  mayor  grado  de  pureza. Las enzirnas  que  se clasifican dentro  de las 

analíticas son  de alta  pureza y son  similares  a  las  de  investigación  (Lowe, 1992). 

Aproximadamente  el 80% de las  enzimas  producidas  por  fermentación y que se 

comercializan  a  escala  industrial  son  hidrolíticas y casi todas son extracelulares. Las 

industrias  que  utilizan  enzimas  a  gran  escala  incluyen  la  cervecería,  panadería,  detergentes, 

procesamiento  de  almidón,  piel y textiles.  Dentro  de  los  organismos  que  se  utilizan  se 
encuentran  una  amplia  variedad  de  bacterias  y especies tie  hongos ( Arbige y Pitcher, 1989) 

El mejoramiento  de  las  cepas y de la  tecnología de la fermentación  se  han 

desarrollado  favorablemente  para  las  especies  de Aspergillus y existen  cepas  industriales 

que secretan  arriba  de los 30 g/L de  una  proteína  especifica  (por  ejemplo:  celulasas, gluco- 

amilasas) en procesos de  fermentación  a  gran escala  (Van  Brunt, 1986). 
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La investigación  de  enzimas  segregadas  por  hongos  filamentosos  es de gran 

importancia.  Entre  algunas  de  las  innovaciones  en la  investigación  de  enzimas  se  encuentra 

la  creación  de  moléculas  proteicas  llamadas  “recombinantes”  porque  son  producidas  de  la 

recombinación  de  material  genético  de  diversas  especies. Estas tienen gran potencial 

terapéutico,  según  se  viene  demostrando  en  diversos  laboratorios  de  investigación 

industrial y académica. Estas investigaciones  están  dirigidas  a  encontrar un huésped 

apropiado  para  producir altos  niveles  de  esas  proteínas (:Van Brunt, 1986). 

Una  de  las  razones  por  la  cual  se han escogido  como  hospederos  adecuados  a los 

mohos  del  gCnero Aspergrllus es  que han sido  utilizados  desde  hace  muchos &os en la 

producción  de  alimentos y son  aceptados  para  el  consumo  humano.  Genecor  es  una  de  las 

empresas  interesadas  en la producción  de  enzimarr  industriales  que  han  producido 

quimosina  a gran escala en A, niger y Trichoderma reesei. Los científicos de  Genecor 

conocen los requerimientos  del  medio  de  cultivo y la forma  de  recuperar  las  enzimas  en 

miles  de  galones  de  medio  de  cultivo. El principal  problema  para este grupo  ha  sido  la 

investigación  de  la  genética  de  estos  hongos (Van Brunt, 1986; Berka y col., 1994; Bedford 

y col., 1997) 

Otra  compaaía  que  ha  resultado  beneficiada  del uso de  hongos  filamentosos  ha  sido 

Novo  Nordisk  quienes  también  han  desarrollado  sistemas  de  expresión  en  hongos 

filamentosos. La cornpailia  tiene  una  variedad  de  cepas  productoras  de  enzimas  que son 

inducibles y constitutivas. La cornpailia  escogió A. niger, A. awamori y T. reesei como 

hospederos  anfitriones  porque  son  cepas  bien  desarrollladas 4 nivel  industrial  que  se  sabe 

son  buenas  secretoras  de  enzimas (Kofod y col., 1999; Lehmbeck, 1999; Berka y col., 

1997) 

Una  gran  cantidad  de  datos  concernientes  a  la  producción  de  proteínas  heterólogas 

en  hongos  filamentosos han sido previamente  reportados (Van Brunt, 1986) , De estos  datos 

es  claro  que, en general,  la  producci6n  de  la  mayor  parte  de  las  proteínas  heterólogas 

secretadas,  son  bajas  en  comparación  con la producción de proteínas  homólogas y alcanza 
niveles  que  en la mayoría  de  los  casos  no  excede  unos  cuantos  miligramos  por  litro  del 
medio  de  cultivo.  Diferentes  estrategias se han  desarrollado  para  mejorar  esa  producción, 

incluyendo  (i)  la  inserción  de un gran número  de  c0pia.s  de  genes, (ii) el uso de eficientes 
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promotores y señales  de  secreción  de  hongos, (iii) el uso de  genes  de  fusión  con un gene 

que codifica una  proteína  bien  secretada  (iv)  el uso de  cepas  huéspedes  deficientes  en 

proteasas,  (v)  perfeccionamiento  del  medio  de  cultivo, y (vi)  modificación  de  la  proteína 

por  mutagénesis  al  azar y subsecuente  selección  para  utilizar  el  microorganismo  de 

mayores  niveles  de  producción.  Sin  embargo,  es;  necesario  realizar  estudios  más 

sistemáticos  para  identificar y eliminar  los  factores que  provocan  los  niveles  bajos  de 

expresión  de  proteínas  heterólogas  (Gouka, 1996; van  Gemeren, 1996) 
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2.1. Aspergillus niger EN LA PRODUCCION DE E.NZIMAS 

Aspergillus  niger es  un  hongo  filamentoso  de  gran  importancia  económica  ya  que  es 

un  microorganismo  utilizado  ampliamente  en la industria  y  en  la  investigación  científica. Es 

una  especie  reportada  como  segura (GRAS), por  lo  cual  es  muy  útil  en  la  producción  de 

alientos, antibióticos y bioquímicos (Friedrich,1989;; Peberdy, 1994; Traon, y Pellerin,. 

1998; Manzanares, y col., 1998) Además es un hongo  que  se  puede  reproducir muy 

fácilmente,  se  cultiva  en  medios  relativamente  simples y económicos y los costos de 

fermentación  son  bajos. La recuperación  a  gran  escala  de  las  proteínas  que  secretan  estos 

hongos  no  presenta  gran  dificultad  y  pueden  ser  analizados  por  métodos  genéticos y 

bioquímicos  sencillos (Berka y col. 1991; Punt y col. 1992) 

Las  especies del  género AspergiZZus producen  una  amplia  gama  de  enzimas  de 

importancia  econ6mica,  dentro  de  las  especies  más  importantes  se  encuentra A. niger que 

produce  una  gran  variedad  de  enzimas  hidrolíticas  tales  como  las  amilasas,  pectinasas, 

lipasas,  xilanasas,  invertasas, etc. Estas tienen una aplicación  importante  en  la  industria  de 

los alimentos,  papel y de  la  medicina  (Christensen,  1988). La primer  enzima  que  se  utilizó  a 

nivel  industrial h e  preparada  por  Takamine  en 1894, quien  utilizó una cepa  de Aspergillus 

oryzae para  producir  amilasas  (Friedrich,  1989). 

Por  otra  parte,  estos  microorganismos  son  atractivos  para  el  estudio  de  la  relación 

entre  estructura y hnción de los elementos  genéticos  (cromosomas y mitocondrias),  ya  que 

son  eucariotes  menores y tienen un ciclo de  vida  colmplejo  semejante al de  eucariotes 

superiores  (Punt y col. 1992) 

Muchas  de sus proteínas  secretadas  tienen un modelo  de  glucosilación  que se parece 

al de las glucoproteínas  de  la  célula  animal, lo cual hace a estos  hongos  huéspedes  atractivos 

para  la  expresión  de  genes  heterólogos y producción  de  proteínas  de otro origen  (bacterias, 

levaduras,  animales, etc.) (Carrez y col. ,1990). Las proteínas  probablemente  son  secretadas 

con  la  misma  rapidez  con la que  son  sintetizadas, lo cual  es  equivalente  a la secreción 

constitutiva  en  células  de  mamíferos  (Peberdy, 1994) 

Aspergillus  niger es un  hongo  filamentoso  que es utilizado  para  la  producción  de 
enzimas  homólogas y heterólogas.  Para  ambos  tipos  de  enzimas  se han implementado  una 
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combinación de investigaciones en el  ámbito de la biollogía  molecular y la  fisiología  para 

incrementar  la  producción. El nivel  de  producción  de  la  quimosina  ha  sido  incrementado 

utilizando una combinación  de  planteamieptos  de  biología  molecular,  genética y fisiología. 

Otro  ejemplo  ha  sido  también  el  estudio  de  la  producción  de  la  lisozima  blanca  del  huevo  de 

gallina en Aspergillus  niger. Se ha demostrado  que los métodos  de  biología  molecular y 

fisiología  contribuyen  a  la  optimizacibn  de la producción  (Archer, 1995) 

Además  de su importancia  en  la  industria  de  la  pr,oducción  de  proteínas y enzimas,  la 

especie AspergiZZus  niger ha  cobrado  una gran importancia  ya  que  se le  considera un buen 

candidato  para  resolver  algunos  problemas  de  conservacidn  del  medio  ambiente. Se han 

realizado  algunos  proyectos  donde  se  utiliza  esta  especie  en  las  investigaciones  sobre los 

efectos  tóxicos de  metales  pesados  (plomo,  cadmio,  manganeso,  cobre, etc.) en  el 

crecimiento y actividades  metabólicas de este microolrganismo; y sObre los  niveles  de 

acumulacibn  de estos  metales  que  son  capaces  de  tolerar y solubilizar,  como  una  alternativa 

para  inmovilizar  metales tóxicos que  se  encuentran  en  el  medio  ambiente  (Sayer, 1997) 

Otra  aplicación  importante  de AspergiZZus  niger es en  la  agricultura  donde  se  ha 

utilizado  por años el uso de  ácidos  para  la  precipitación.  de  fosfatos  en  la  manufactura  de 

fertilizantes, los cuales  ocasionan  graves  problemas  de  contaminación  en  el  medio  ambiente. 

Actualmente,  se  ha  investigado que A. niger puede  ;ser un sustituto  importante  para 

bioconvertir  el  fósforo  de  fosfatos  naturales y obtener  fertilizantes  de  origen  orgánico 

(Bojinova, 1997) 
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2.2. LA INVERTASA, SUS CARACTERISTICAS Y APLICACIONES  PRACTICAS- 

BIOQUIMICAS 

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

últimos d o s  esta enzima  ha  recibido  mucha  atención  como  un  buen  modelo  para  el  estudio 

de  enzimas  glucosiladas  secretadas  por  levaduras y hongos  filamentosos  (Chen, 1995) 

La sacarosa y la  rafinosa  son  inductores y substrato  para  la  invertasa  extracelular  de 

Aspergillus. La hidrólisis  de  la  sacarosa  a D- glucosa y D-hctosa (fig. 1) está  acompañada 

por  un  cambio  en  la  rotación  óptica  de  dextro  a  levogiro,  por  lo  cual  la  sacarosa hidroiiada 

es  algunas  veces  llamada  azúcar  invertida, y la  enzima  que  cataliza  este  proceso  es  llamada 

invertasa  (sacarasa, P-hctofhnosidasa, , S-fiuctafbranósido  fructohidrolasa, E. C. 
3.2.1.26) la cual  es  específica  para la unión de  tipo , P-1)- fructofUranósido (Voet y Voet, 

1995) . 

CH2OH 

OH INVERTASA 

(+> SACAROSA 

Fig. l. Hidrblisis de la sacarosa 

CHSH 
I 

H OH 

D-(+) GLUCOSA 
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La invertasa  ha  sido  estudiada  principalmente  en  levaduras (Saccharomyces 

cerevisiae) a  nivel  molecular y bioquímico.  Ha  sido  utilizada  como  proteína  modelo  para  el 

estudio  de  cindticas emhiticas, biosíntesis  de  glucoproteínas,  secreción  de  proteínas y 

regulación  del  gene,  así  mismo  como un modelo  para la investigación  del  papel  de  la 

glucosilación  en la estabilidad y plegamiento  de  las  proteínas ( Carlson, 1987 ) 

Actualmente  se  ha  tomado un inter&  en  particular  para  el  estudio  de  esta  enzima  en 

hongos  filamentosos,  dado  que existe una gran cant:idad  de  proteínas  de  importancia 

económica  secretadas  por  estos  microorganismos  que  contienen  en su estructura  como 

elementos  importantes  cadenas de carbohidratos (10-500,/0), como son la a- manosidasa, S- 
N- acetilhexosaminodasa, S- glucosidasa, a- fbcosidasa, B- galactosidasa,  P-manosidasa y la 

celulasa  (Chen, 1996). 

Las invertasas (S-D- hctoranosida fkuctohidralasa EC 3.2.1.26) también  son  un 

buen  modelo  para  el  estudio  de la  secreción  de  proteinas  en  hongos  filamentosos. Los 

estudios  que  se han realizado  hasta  el  momento  comprenden  desde  la  caracterización 

bioquímica y fisiológica,  hasta  la  secuenciación  genética  de  esta  enzima. La invertasa  ha  sido 

purificada  de  un gran número  de  microorganismos. La variedad  de  invertasas  purificadas 

muestran  diferentes  propiedades, y difieren  en  muchos  aspectos  que  incluyen su peso 

molecular,  la  estructura  de sus subunidades y el  grado  de  glucosilación  (Boddy y col. 

1993)(Chen, 1996) 

2.2.1. La invertasa  de Saccharomyces cerevisiw 

Los azúcares  son  asimilados por Saccharomyces  cerevisiae por  dos  mecanismos 

principalmente. El primero  que  consiste  en el paso  de 10s azúcares  intactos  a  través  de  la 

membrana  celular. El segundo se da  por la hidrólisis  de los azúcares  en  el  medio  externo 

celular y la  asimilación  de  algunos o todos  los  productos  hidrolíticos  dentro  de  la  célula. El 

transporte  del azúcar dentro  de la célula  microbiana  se  puede  llevar  a  cabo  por  transporte 

activo,  difbsión  facilitada y translocación be grupos ( Romano, 1986; Mwesigye y Barford, 

1996) 

La sacarosa es utilizada  mediante  la  hidrólisis  fuera  de  la  célula  de  la  levadura por la 

enzima  extracelular  invertasa (p- D- fructosidasa) en glucosa y fructosa  las  cuales son 
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transportadas  dentro  de la célula y metabolizadas. La mayor parte de las  cepas de 

Saccharomyces  cerevisiae tienen  dos formas de  invertasa: Una invertasa  externa  grande,  la 

cual es una glucoproteina y una invertasa  interna  pequeiia  (Gas& y Lmpen, 1968; 

Neumann y Lampen, 1967; Mwesigye y Barford,  1996). En algunas  cepas  de S. cerevisiae 

la sacarosa es transportada  intacta al interior  de  la c8ula. 

Mwesigye y Barford (1996) estudiaron  la  regulacibn  de  la  utilizacibn  de  la  sacarosa 

y la  invertasa en presencia  de glucosa, y concluyeron  que la habilidad  de m a  cepa  para 

transportar  directamente la sacarosa o hidrolizarla  extracelularmente  está  estrechamente 

relacionada  a los niveles de la  actividad  de la invertasa  de las células y al estado  de 

adaptación  a  la  concentración de glucosa en  el  medio. 

El uso de  la  sacarosa o del trisacálido  rafinosa  requiere  la  expresión  de uno de los 
genes SUC que  codifican  la  invertasa. La regulación  de  la  asimilación de la  sacarosa  es  en 

principio  menos  complejo  que la de otros azúcares  ya  que  la  regulación  es  solamente  por 

represión  por  glucosa. 

2.2.2. La invertasa de Aspergillus 

El estudio  de  la  regulación de la  secreción  de  la  invertasa  por Aspergiiius ha 
aportado  datos  interesantes,  que  describen  las  características  bioquímicas  cuando  son 

producidas en fermetanción  sumergida (SmF) y fermentación  sólida (SSF), Romero y col. 

(datos  no  publicados),  encontraron  que  la  velocidad  de  la  producción  asociada al 

crecimiento  de la invertasa por A. niger es  mucho  mayor (en firmentacih sumergida que en 

fermentación  sólida y los valores  de  la  actividad  de  la  invertasa  en ambos extractos heron 

muy similares. 

Otras  investigaciones se han dirigido principalmente a la  caracterización  bioquímica 

y molecular  de  esta  enzima. En A. ni&Zm se  encontró  que  aproximadamente  el 500h de  la 

invertasa  permanece  en  el  espacio  periplásmico o se  encuentra unida a la  pared  celular 

(Vainstein y Peberdy, 1990). Uno  de los  genes  de  la  invertasa  de A. niger (sucl) ha sido 

clonado  para  transformar Trichuderma reesei la  cual  no  puede crecer en  sacarosa  como 

única  fuente  de  carbono (Berges y col. 1993). Este gene ha sido  también  secuenciado y 
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aparentemente  codifica por una  proteína  de 566 a.a. con una  masa  molecular  de 6 1 D a  y 

contiene  apróximadamente 47% (w/w) de  carbohidratos  (Boddy y col. 1993). 

En AspergiZhs ni&Zms, se han encontrado  dos formas de  la  invertasa  secretada. 

Una  forma  llamada S- invertasa  (dhnero) y otra F- invertasa  (monbmero),  el  peso  molecular 

en  ambas  después  de la desglucilación  fbe  de  11SkDa y 60 Da, respectivamente. La 

actividad  específica  de la S- invertasa  fue tres  veces mayor que la de  la  forma F- invertasa 

antes y después de la  desglucosilación  (Chen, 1996). 

2.3. REGULACION DE LA PRODUCCION DE ENZXMAS 
Los genes  estructurales  que  codifican para la síntesis  de  muchas enzimas 

normalmente  esthn  inactivos en la  ausencia  del  substrato de la  enzima. Es decir,  la 

producción de enzimas  normalmente esta reprimida. No obstante,  cuando  se  aiTade el 
substrato se enciende  el  gene  estructural y se  produce la enzima.  Tal  proceso  se  le llama 
inducción o desrepresión, y la enzima es considerada  inducible (Wang, 1978). LA inducción 

de la enzima también se puede  llevar a cabo por efecto dt: los productos ó por  la  adición  de 

una  coenzima al medio  de  crecimiento. 

La producción de algunas enztmas durante  el  crecimiento del microorganismo  puede 

ser reprimida  por  productos finales del metabolismo. Otras enzimas  son  reprimidas  cuando 

las céIulas crecen  en  fuentes  de  carbono  de fhcil asimilacibn, lo cual  hace un descenso en la 

concentraci6n  intracelular de AMP cíclico, provocando que los genes  estructurales se 

inactiva (no  sean  transcritos). La represión  del  catabolito es muy importante  en  prácticas 

comerciales ya que muchas enzimas de importancia  industrial  están  sujetas a este  tipo  de 

regulación,  por  ejemplo la invertasa esta  sujeta a la repreisión  por  fbentes  de carbono como 

la glucosa, fiuctosa, xilosa y acetato (Wang, 1978) 

Las mutaciones se pueden  utilizar para eliminar la dependencia  de  la  formación  de 

enzimas en adición del inductor. Tal mutacibn es dlenominada  como una mutacibn 

reguladora ya que su Zocus no se  encuentra en un gene  estructural sino en un gene 

regulador. De esta manera un inductor no es necesario si m a  mutación en el  gene  regulador 

elimina  la  producción  de un represor  activo, o si una  mutacibn en el gene  operador  elimina 
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su habiidad para  unirse a un represor. Las mutantes  que  producen  una  -ma  normalmente 

inducible sin inductor son llamados  mutantes  constitutivos. Estos pueden  ser  seleccionados 

por  una  amplia  variedad  de  métodos. 

2.3.1, El modelo del operh lac 

El metabolismo  de la lactosa en E. coli es un modelo muy utilizado  para  explicar l a s  
bases  del  control  de  la  expresión  de los genes en  organismos eucarióticos como lo son los 

hongos  filamentosos,  por lo cual es  de gran importancia comxer su mecanismo. 

E. coli regula  la  expresión  de  muchos  de sus genes  de  acuerdo  a  la  í%ente  de 

carbono que esté disponible en el medio ambiente. En E. coli la  proteína  activadora del 

catabolito (CAP) activa  genes  que  permiten  utilizar  fbentes  alternas de carbono  cuando  la 

glucosa no esta  disponible,  Cuando los niveles  de  glucosa  en el medio de  cultivo  disminuyen, 

se  induce un incremento  en  AMPc  (molécula de seiialamiemto  intracelular),  la  cual se une a 

la  proteína CAP, permitikndole  unirse a una secuencia  específica  de DNA cerca de  los 

promotores  blanco,  encendiendo  los  genes  apropiados.  De  esta forma, la expresión  de  un 

gene  blanco  es  encendido o apagado,  dependiendo  de  que los niveles  de AMPc sean  altos o 

bajos (Alberts, 1993) 

E1 operón lac es  controlado  por un sistema dual, que  incluye un control 

transcripcional  negativo y uno  positivo, los cuales  son  ejercid,os  por  una  proteína  represora 

lac y por CAP respectivamente. El oper6n lac codifica proteínas  que  se  requieren  para  el 

transporte  de la lactosa al interior  de  la  célula y para su degradación. CAP permite a la 

bacteria  utilizar  &entes de carbono  alternas tal como la lactosa en la  ausencia  de  glucosa. 

CAP induce la expresih del  operón lac si la  lactosa no está  presente y el represor lac 

asegura  que  el  operón lac esté  desconectado en  la  ausencia d'e lactosa. Este arreglo permite 

al oper6n lac responder a e integrar  dos Males diferentes, a s í  que se expresa  solamente 

cuando se encuentran  dos  condiciones: Ia lactosa puede  estar  presente y la  glucosa  puede 

estar  presente.  Alguna  de las otras  tres  posibles  combinaciones  de  sefiales  mantienen al gene 

en  estado  apagado  (Alberts, 1993) 
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2.3.2. Regulacidn deJ consumo de azúcares en Saccharomyces. 

En una cepa  de  levadura con ia  capacidad  genética  para  utilizar un azúcar  en 

particular,  el  consumo  del  azúcar  es  controlado  por  represión  por  glucosa, en un sistema 

regulador  global  que  gobierna  la  respuesta  de  las  células  a  la  disponibilidad  de  glucosa, y 

afecta  la  expresión  de una multitud de genes,  incluyendo genes que  fermentan  el  azúcar. Las 

levaduras utilizan preferentemente  hexosas  tales  como  la glucosa y la fiuctosa, que  entran  a 

la vía gluwlítica directamente.  Azúcares tales como la sacarosa y la  galactosa no  son 

metabolizadas  en  presencia  de la  glucosa. La represión  por  glucosa  regula  la  expresión  de 

genes  de  fermentación  a  nivel  transcripcional. La glucoya  también afecta el  transporte  de 

azúcares  dentro  de fa célula y afecta la finci6n de mecanismos  reguladores  para la inducción 

(Carlson, 1987; Rose y col. , 1991; Trumbly, 1991; Rome, 1995) 

Estudios en diferentes  laboratorios han mostrado  que  la  represión  por  glucosa  es un 

sistema  regulador  complejo, y miis  de  una  docena de genes  reguladores han sido 

identificados. El aparato  regulador incluye mecanismos sensoriales y de  seiialamiento  para 

verificar  la  disponibilidad  de  glucosa, y proteínas  reguladoras  que  efectúan  cambios  en  la 

expresicin de una  multitud  de  genes.  (Carlson, 1987; Walsh, y col. ,1996) 

Se conocen dos genes  que afectan la  represi6n global por glucosa, H X 2  y SNFI. 
H X 2  es el gene  estructural  para la isoenzima  hexocintsa PII (B). Entian (198 1) aisló 

mutantes hk2 que  no  afectan  la  fbnción catalítica,  pero  provocan  constituividad  para 

enzimas  represibles  por glucosa, sugiriendo  una  función  reguladora.  Carlson (1987) ha 

demostrado  que SNFl es un gene  que  codifica  una  pro'teína  cinasa la cual  transfiere un 

grupo  fosfato  terminal  del ATP a un  aminohcido. Estos hallazgos  sugieren  que la 

fosforilación  de  la  proteína  tienen un papel crítico en eX mecanismo  de  la  represión  por 

glucosa  en S. cerevisiae. 

Diferentes  cepas  de Sacchmumyces, relacionadas  estrechamente,  difieren en su 

habilidad  para  utilizar  azúcares. La fermentación  de  disacáridos y oligosacáridos  es 

controlada  por  familias  de  genes  como: SUC (sacarosa), M L  (maltosa), MEL (melobiosa) y 

MGL (a- metilglucosa)  (Ronne, 1995). Cada  familia  incluye  diferentes Zocus fimcionalmente 

equivalentes,  que  controlan  la habilidad de la  fermentación  de diversos &cares,  por 
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ejemplo: la familia SUC incluye 6 genes SUC diferentes,  cada  uno es un gene  estructural 

para  la  invertasa. 

La regulación  de  la  expresión de SUC ha  resultado ser un proceso  complejo  que 

requiere  muchos  genes. Las mutantes  con  defectos  en  desrepresi6n o represión de SUC2 han 
sido  aisladas, y todas muestran defectos en la  regulación  de  otros  genes  tarnbikn  represores 

de la glucosa (Zimmerman y Schel, 1977) 

Existen diversas mutaciones  que  provocan  const:ituividad  para  la  invertasa,  rnaltasa y 

otras  eflzimas  reprimidas  por  glucosa y que tambih provocan  defectos  pleiotr6picos  que no 

están  relacionados  a  la  represibn  por  @cosa  (por  ejemplo:  agrupamiento,  apareamiento y 

defectos en  la  esporulación). 

Las mutaciones  constitutivas fhcionan en  pasos  tempranos  en  el  circuito  regulador, 

tal vez  esos  genes  llevan  a  cabo  funciones  sensoriales o cle  seircliamiento, lo cual le permitiria 

a  la  célula  tener  sensibilidad a disponibilidad  de  glucosa  en el medio  ambiente (Carlson, 

1987) 

2.3.3. Regulación del consumo de aziicares en Aspergillus 

A. nidulans posee  distintas vías de  asimilación  ]para D- glucosa (Km= 0.04- 0.06 

m M ) ,  D- galactosa (Km= 0.03mM) y D- hctosa ( Km= 0.4 mM) las  cuales pueden ser 

mediada por  proteínas  acarreadoras  constitutivas (Mark y Romano, 197 I ;  Romano, 1986). 

El mecanismo  mediante  el cual la  fiuctosa es asimilada es  altamente  específico,  mientras que 

D- galactosa  compite con la vía de consumo de la  D-glucosa y viceversa (Mark y Romano, 

1971). En la  asimilación de l o s  azúcares en hongos fiiamentosos, aparentemente  no se 

requiere de la fosforilación  de los azúcares. 

La proteína  intermediaria  en  el  consumo  de L.- sorbosa es codificada  por surA 

(Elorza y Arst, 1971). La velocidad  de  consumo  de la D- ghcosa se observa  levemente 

afkctada  en  cepas  que  tienen  una  mutación en sorA-, lo cual indica que la D-glucosa  puede 

ser consumida  por una permeasa  que es codificada  por sor A (Elorza y Ara, 197 1) 

IS 



En AspergiZZus se han relacionado las mutaciones en CreB y CreC con  el mal 

fbncionamiento  de  la  permeabilidad  de la membrana,  lo  cual da como resultado un consumo 

reducido  de  azúcares  represores  del  catabolito  del  carbono (Arst ,  1981). Basado en  un  buen 

número  de  observaciones,  Arst (198 1) ha concluido que! la D- glucosa  puede ser consumida 

por  la  permeasa sorA, la permeasa maZ A y al  menos  por otros  mecanismos  que  estiín 

ausentes en las  cepas  mutadas  cre B- y creC-. 

Por otro lado se ha observado que la asimilación  de  glucosa, hctosa, maltosa, 

lactosa, galactosa,  manos4  manitol,  sorbitol y glicerol, lexcepto  la sacarosa, es inhibida  por 

acetato, lo cual indica que es posible  que  existe un sistema  de  consumo  diferente  para la 

sacarosa (Romano y Kurnberg, 1968). La sacarosa puede  ser  consumida  cuando es 

hidrolizada  por  la  invertasa en glucosa y fructosa y UM fiacción menor  puede ser 

consumida  como  sacarosa. 

Varios pueden  ser los compuestos  que  inhiben  la  vía  de consumo de la glucosa,  entre 

esos  factores  se  encuentran l a s  concentraciones  altas  de  piruvato,  acetato y citrato como se 

ha  observado  en  estudios  de  consumo in vivo (Misch& y col., 1984) 

Aspergillus crece muy bien en hexosas, especialmente  en  glucosa y hctosa. Cuando 

la glucosa  es  utilizada  como  única  fuente  de  carbono, otros azúcares  necesarios  para  la 

síntesis de  la  pared  celular  (glucolipidos y glucoproteinas)  tienen  que ser formados a partir 

de la glucosa  (Ronne, 1995) 

La glucosa  es  catabolizada a  través  de  la  glucólisis y a través  de  la  vía  de  las 

pentosas-fosfato. Un  importante  punto  de  ramificaci6n  para la distribucihn  del flujo es al 

nivel de la  glucosa 6- fosfato,  la cual es el  substrato  para.  la vía de la glucólisis, 19 vía  de l a s  
pentosas-  fosfato y síntesis de componentes  de la pared  celular. La distribución en las dos 

primeras  rutas  depende de varios  pariunetros, tales como  requerimientos  de NADPH, 

velocidad de suministro  de glucosa (Cartet y col., 1971), kente de  carbono  utilizada y 

temperatura.  De los datos  obtenidos en cultivos  continuos  limitados  en glucosa de A. 
nidulms se  ha  concluido  que a concentraciones  bajas de glucosa,  aproximadamente  el 80% 

de la glucosa es metabliida a través  de  la  gluc6lisis ( Ctuter y Bull, 1969) 
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Otro factor  importante  que d ~ g e  h distribución  del flujo de la vía  metabólica  hacia 

glucólisis o pentosas  fosfatos en A. nidu2m.s es  la  fbente  de  nitrbgeno  suministrada.  Para  la 

reduccibn  del  nitrato  son  necesarias la nitrato  reductasa y la  nitrito  reductasa.  Ambas 

enzimas  son  dependientes  de NADPH. 

En el  primer  estado  de  la  fermentación la vía  de  la  pentosa-fosfato  es  la  ruta 

prevaleciente,  mientras  que  en un segundo  estado  el flujo se  desvía  hacia la glucólisis. En el 

primer  estado de la fmentación hay un consumo de hexmas y la producción  de  biomasa es 

lenta,  durante  la  fermentación  tardía  se  segrega  una  mayor  cantidad  de  citrato y el  consumo 

de &car disminuye (Rohr y col. 1987) 

La regulación  central  del  metabolismo  de  las hexosas toma  lugar  a  diferentes  niveles: 

(1) Control  de  la  expresión  del  gene 

(2) Control  traduccional 

(3) Control  a  nivel  de  la  actividad enzimática 

(4) Control  a  trav6s  de la distribución  espacial  de  las  enzinaas 

2.3.4. Represi6n catab6lica en Aspergillus. 

La represión  catabólica es un término  que se utilliza  para  describir  el  suceso  en  el 

cual  algunas  fbentes  de  carbono  metabolizadas  fácilmente son utilizadas  preferentemente  a 

otras fientes de  carbono  más  complejas. Esto se lleva  a c;sbo por  la  reducción  en  la  síntesis 

de  enzimas  involucradas  en la utilización de otras  fbentes  de  carbono  en  presencia  de fientes 

de  carbono  Bcilmente  utilizables  (Kelly, 1994) 

En Aspergillus nidulans se han demostrado  dos tipos de  regulación  en  la  producción 

de  enzimas:  la  inducción  y  la  represión  catabólica, l a s  cuales  afectan  la  síntesis  de nuvo de 

l a s  proteínas y el control  es  ejercido  a  nivel  de  la  transcripción (Arst y Bailey, 1977) 

Las proteínas  de  unión al DNA (activadores y represores)  que se unen a  los 

promotores  de un subgrupo  de  genes forman el  conjunto  de  elementos  para  la  inducción 

coordinada  de Aprgil2u.s como es el caso de otros organismos como Saccharcrmyces 

cerevisiae. 

17 



LOS microorganismos  usualmente  apagan un gran número  de  genes  en la presencia 

de @ucosa. Se cree que  es una respuesta  para ahol-rar energía y afecta a las enzimas 

utilizadas  para  metabolizar  otras  %entes de carbono, las cuales  no  son  necesarias en la 

presencia  de glucosa. 

La represión  por  glucosa en hongos  no  es  mediada  por una disminución en los 

niveles  de AMPc y tambih diflere  de  la  represión  del  catabolito  en  que Csta involucra 

control  directo  negativo  de  promotores blanco por  una  proteína  represora de unión al DNA 
(Rome, 1995). 

Las regiones  del DNA que  controlan la expresibn de un gran mímero  de  genes en los 

hongos han sido investigadas en gran detalle. Varios elementos  que  constituyen un promotor 

central han sido identificados ( secuencias :AAG, CT,, TATAAA y CAAT) los  cuales se 

cree son  necesarias  para los niveles  basales  de  la  expresión de los genes . Además, se han 
encontrado  secuencias  responsables  para el control  de b expresibn  de  genes  específicos, los 

cuales  expresan  proteínas  reguladoras que se ha descubierto  se  unen al DNA. 
Como en la  mayoría  de los sistemas  estudiados, la transcripción  en  hongos 

filmentosos es regulada al menos  en dos niveles  diferente. Un tipo de control es via- 

especifico  mientras  que  el otro es mhs global (por ejemplo:  regulación  del  carbono o el 

nitrógeno). La interacción  entre los niveles  diferentes de control  es un factor primario  para 

determinar  la produccih f'inai de una proteína en particular.  Las  evidencias  acumuladas 

sugieren  que los sitios  de unibn para algunas proteínas  pueden  traslaparse o ser  adyacentes 

una a  otra, lo CUaI indica  una  competencia para la  unión al DNA(fig.2) 

En el  control global ó de  amplio dominio, la expresibn de muohos  genes  es  regulada  por un 

número  relativamente  pequeiio de proteinas  reguladoras. La represibn  de  vías  particutares 

puede  ser  controlada  por los niveles de fbentes de carbono,  nitrógeno,  fósforo o sulfato 

fiicilmente  asimilables, y la expresión es solamente  encendida  una vez que  uno 0 m& de  esos 

nutrientes  llegan  a  ser  limitados. 

En A. nidihr~~, los anslisis mutacionales han identificado tres  genes irnolucrados en 
la  represión del catabolito  del  carbono (creA, creB y cwC) (Chen y col., 1995). En las 

proteinas CREA que  actúan  negativamente,  se ha demostrado  que  contienen dos secuencias 
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de dedos de  zinc de la  clase Cys~His2 y una región rica en alanina y muchas  proteínas de 

unibn al  DNA(Arst y Bailey, 1977; Mackenzie y col. 1993). 

La represión del metabolito  del  nitrógeno  es  mediada  por  los  activadores 

transcripcionales AREA en A. nzdulans. La fbnción de .AREA ha  sido  investigada  cortando 

la  región C- terminal  dejando  fbera  el  dominio  de  u.nión al DNA. En este  estudio,  la 

eliminación  del C- terminal  afectb  la  activación  de  genes  dentro  del  control  de AREA en vias 

diferentes,  indicando  que  esta  región  puede  tener  diferentes  papeles  dependiendo  del  control 

en el  gene. Se cree que ARJ2A interactúa  en su C-, terminal  con  otros  factores  de 

transcripcibn  para el efecto de la  regulación  de  la  expresión  del  gene. La proteína AREA 

actúa  positivamente  activando  la  transcripción,  mientras  que  la  proteína CREA reprime  la 

transcripción. La proteina CREA impide  la unión o actividad  de un activador  positivo 

esencial  (el  cual  puede  ser un factor de  transcripcibn  general o un gene o via específica). 

Para los genes  regulados  por este sistema la ausencia  de CREA puede  permitir al activador 

positivo  iniciar  la  transcripción  insensible a la  presencia d'e AREA y a  la  inversa,  la  presencia 

de la  unión de AREA debe  vencer  el efecto represor  de CREA para  permitir  la  transcripción. 

Un simple  mecanismo  para  mas  tarde  sería si AREA pudiera  desplazar  a CREA debido a la 
mayor  afinidad  por  la  cercanía de los sitios (Kelly, 1994) (fig. 2) 

La presencia  de  sitios  adyacentes,  tradapados  para AREA, CREA y proteínas 

reeladoras vía específica  puede ser UM característica  de un complejo  control 

trmscripcional de los  genes  sobre  los que actúan y tendrían que ser  tomados en cuenta 

especialmente  cuando los elementos  promotores  son mllfecciondos para la  expresión  de 

genes heterdogos. 

La modificación  de  controies de amplio  dominio  representa  otra túirea importante  de 

investigaciones fituras en  la  producción  de  proteínas  heterólogas  por  hongos 

filamentosos.(MacKenzie, 1993) 
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2.4.AISLA"ENTO DE MUTANTES  CON REPRESION CATABOLICA 

DISMINUIDA EN Aspergillus niger. 

Aspergills puede crecer ficilmente en  agar  sólido o en  medio  líquido y requiere 

solamente  una  &ente  de  carbono y nitrógeno,  sales  minerales y oxígeno. En este género  es 

relativamente  fácil  obtener  mutantes  mediante  técnicas  bioquímicas,  genéticas y 

moleculares. La manipulación  genética  de  cepas  silvestres  es  una  herramienta  indispensable 

para  dilucidar los mecanismos  de  represión  catabólica (Kelly,  1994). 

2.4.1.Mutantes  resistentes a la  2-desosiglucosa 

En estudios  de  metabolismo  del  carbono  la ma!yor  parte  de  la  información  se  ha 

obtenido  del  aislamiento  de  mutantes  resistentes  a  análogos  en  la  desoxiglucosa (DG), la 

cual  es fbilmente fosfbrilada  por  hexocinasas  de  hongos  (Allen y col., 1989) El compuesto 

resultante, 2- desoxiglucosa- 6 fosfato,  se acumula  e  inhibe  enzimas  glucolíticas  primarias, 

así  como  la  incorporación  de glucosa y manosa  en los polisacáridos  de  la  pared  celular. La 

disminución  de ATP durante  la  fosforilación de la 2- deoxiglucosa  puede  también  contribuir 

a la  toxicidad  de este azúcar análogo. 

Muchas  mutantes  resistentes  a DG parecen  tener  alteraciones  reguladoras 

pleiotrbpicas  en  la  actividad  de  enzimas tales como  la  invertasa,  la  a-glucosidasa y la  malato 

deshidrogenasa  (Antier y col. 1993b) 

En trabajos rnas recientes,  Antier y col. (1993a) demostraron  que  con  el uso 

combinado  del  15%  de  etilenghcol  como un depresor de: la actividad  del  agua (h 0.96) y 

altas  dosis  de  desoxiglucosa ( 10 y lOOmg 1") se  puede sdeccionar  mutantes  a  partir  de  una 

cepa  silvestre (C28B25) de A. niger, sensible  a DG. Esos nuevos  tipos  de  mutantes heron 

denominados  dgr AW 96, y tienen  propiedades  interesantes  ya  que  presentm  incrementada 

la  producción  de  pectinasas  (tipo  endo)  tanto  en  fermentación  sumergida (SmF) como  en 

estado  sólido (SSF). Esta clase  de  mutantes es diferente  del  fmotipo AW 99 (mutantes 

aisladas  en  a, 0.99), ya  que  estas  ÚItimas  no  están  adaptadas  a  incrementar  la  producción  de 

pectinasas  por SSF a baja  actividad  de  agua,  sino  solamente  están  adaptadas  para 

incrementar  la  producción  de  pectinasas  por SmF. 
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Se han comparado  la  esporulación y producción  (de  pectinasa  por  los  dos  tipos  de 

cepas  mutantes  mencionadas  anteriormente. Estas heron diferentes  cuando  se  cultivaron  en 

mezclas  de  desoxiglucosa y glucosa. Se observó  que  el  fenotipo  de  resistencia  a  la 

desoxiglucosa (dgr) está  asociado  a  una  mayor  velocidad  de  crecimiento  apical  durante  la 

fase  vegetativa y la  esporulación  comparada  con  la  tipo  silvestre.  Aparentemente,  la 

presencia  del  análogo de la  glucosa  actúa  como un estímulo  para  el  crecimiento  y  el  proceso 

de  diferenciación  de  las  cepas dgr además  de  ser  diferente  para  cada  tipo  de  cepa, lo cual 

nos  indica  diferentes  fenotipos  de  adaptación  metabó:lica al estrés  impuesto  por  la 

desoxiglucosa.  Aparentemente  el  fenotipo dgr está  asociado  con  estados  fisiológicos 

desreprimidos, los  cuales  permanecen  como  tal  cuando  se  pierde  la  resistencia al análogo  de 

la  glucosa , es  decir,  la  desrepresión  fisiológica  puede  estar  relacionada  a  diferentes locus 

que  codifican  para  la  resistencia  a  la  desoxiglucosa (Minjares y col., 1997) 

Finalmente  se  realizó un estudio  de  la  identificación  de  fenotipos  de  crecimiento  en 

las  mutantes AW 99-iii2 y AW 96-4 obtenidas  de  la  cepa  silvestre C28B25 de Aspergillus 

niger, las  cuales  mostraron  mayor  velocidad  relativa  de  crecimiento (p) en  presencia  de  la 

2DG en  las  actividades  de  agua 0.99 y 0.96 (Loera y Viniegra,  1998). 

También  se ha demostrado  que  estas  mutantes  tienen  mutaciones  que  parecen 

independientes  de los  fenotipos de resistencia  a 2DG y sobreproducción  de  pectinasas,  ya 

que  el  diploide (D4) que  se  obtuvo  de  dos  cepas  haploides  resistentes  a 2DG (AW 99iii2 y 

AW 96-4) es  sensible  a 2DG (Loera, datos  no  publicados). 

2.4.2. Actividad  del agua como  presión de selección. 

La actividad  de  agua(%) se define  como  la  humedad  relativa  de  la  atmósfera  gaseosa 

en  equilibrio con la  del  sustrato (Hahn, 1986; Mildenhall, y Trollope,  198 1). 

&=P/ Po 

Donde P es  la  presión  de  vapor  de  agua  en  el  líquido y PO es  la  presión  de  vapor  del 

agua  pura. La actividad  de  agua  está  directamente  relacionada  a  la  humedad  relativa (R.H). 
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De esta  manera,  multiplicando  la  actividad  del  agua  por 100 tenemos  la  humedad  relativa  de 

la  atmósfera  en  equilibrio  con  el  material. 

R.H. (%)= 100 x aw 

Los microorganismos  no  reconocen  el  contenido  de  agua  de un material  en 

particular,  pero  si  reconocen  la  cantidad  de a p a  disponible,  la  cual  difiere 

considerablemente,  dependiendo  del.  soluto ( Hahn, 1986). En general los iones  se  unen  mas 

a la  molécula  del  agua  que los polímeros. Los azúcares y los péptidos  presentan  fácilmente 

una  posición  intermedia. De  esta  manera,  las  sales  disminuyen más la  actividad  de  agua  que 

los azúcares. El agua  pura  tiene  una  aw  de 1 y la  actividad  de  agua  disminuye  con  la  adición 

de  los  solutos. Los hongos  filamentosos y las  levaduras  pueden crecer en  valores  bajos  de a,+, 

(0.6-0.7). Los microorganismos  que  pueden crecer y llevar  a  cabo sus actividades 

metabólicas  a  bajas a, son apropiados  para  procesos  de SSF Fandey, 1992) 

Ya que  la  actividad  de  agua  de un sustrato  condiciona  el  crecimiento y viabilidad  de 

los microorganismos,  uno  de los objetivos  de  la  adaptación  de  algunas  especies  de  hongos 

filamentosos  como Aspergilks niger a crecer y producir  enzimas  a  bajas  actividades  de 

agua,  van  encaminados  precisamente a que estos  microorganismos  pueden  ser  adaptados  a 

crecer en sustratos  sólidos  con  bajas  actividades  de  agua, Esto es  de  importancia  tanto  en  la 

investigación  científica  como  en el uso  industrial, para la  producción  a  gran  escala  de 

enzimas  industriales. Se ha observado  que  en  el  crecimiento  de los hongos en SSF, las  altas 

actividades  de  agua  favorecen  la  esporulación y las  bajas  actividades  de  agua  favorecen  la 

germinación  de las esporas o el crecimiento  del  micelio  (Piandey, 1992) 

La actividad  de  agua  influye  también  en  la  actividad  de  las  enzimas,  ya  que  la 

estabilidad  de  las  proteínas  depende  de la disponibilidlad  de  agua y si  la  reacción  es 

hidrofilica,  el  agua  toma  parte  como un reactante. La actividad  de  agua  del  medio es un 

parámetro  fhndamental  para  la  transferencia  de  agua y solutos  a  través  de  la  membrana 

celular. El control  de este parámetro  puede  ser  utilizado  para  modificar  la  producción 

metabólica o secreción  de  proteínas  de un microorganismo OIahn, 1986; Pandey, 1992) 

Oriol y col. (1988b) observaron que cultivos  de A. niger que  crecen  en  bagazo  de 

caña  mezclado  con  glucosa y sales  minerales,  pueden  consumir  altos  niveles  de 
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concentración  de azúcar a  niveles  relativamente  bajos de: actividad  de  agua (h). Diferentes 

autores han demostrado que el  nivel de agua es una  variable que afecta el  metabolismo  de 

los microorganismos. 

2.5. COMETARIOS A LOS ANTECEDENTES 

De los antecedentes aquí presentados  se  puede  cancluir  que  las  cepas AW 96-3 y 

AW 99-iii son de  inter&  para  el  estudio de la  regulación  de  la  sintesis  de  enzimas  excretadas 

por A. nzger y de manera muy especial si &stas cepas tienen  disminuida la sensibilidad a  la 

represión  de  glucosa para la síntesis  de  invertasa  porque  podrían  haber  analogias  estrechas 

en la  regulación  de  la  expresión de SUCI y SUC 2 entre  levaduras y Aspergillus y estas 

podrían ser objeto de estudios  precisos a nivel  molecular. 

Por  ello  resulta  interesante la caracterización  fisiológica  de la producción  de 

invertasa  por l a s  cepas C28B25 (cepa  nativa) y sus mutantes AW 96-3 (sobreproductoras  de 

pectinasas  con aw baja) y AW 990% (sobreproductora de pectinasas  .con aw alta)  porque 

confirmaría la utilidad  de esas cepas para  la  búsqueda de los defectos  gen&ticos  especificos 

asociados  a la regulación  coordinada  de  enzimas. 
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3,HIPOTESIS 

1. Las cepas  mutantes  de Aspergillus  niger AW 96-3 y AW 99-iii  tienen 

mutaciones  de  carácter  general  que  regulan  la  producción  de 

invertasas,  ademas  de  las ya conocidas  para  las  pectinasas. 

2. El  efecto  de  la  actividad  de  agua  sobre 1,a producción  de  invertasas  por 

A. niger depende  de  la  naturaleza  del sustrato ( glucosa o sacarosa) 

porque  pudieran  haber  diferencias  de  los  diversos  sistemas  reguladores 

involucrados  en  función  de  ese parhetro fisico-químico. 
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4. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar  la  producción  de  invertasas  en una cepa  silvestre y dos  mutantes 

resistentes  a 2-DG de Aspergzllus nzger en  medio  líquido,  con  diferentes 

fuentes  de  carbono y niveles  de a,. 

OBJETIVOS  PARTICULARES 

l .  Demostrar  que  las  cepas  resistentes  a 2!-DG, AW 96-3 aislada  en  baja 

actividad  de  agua y AW 99-iii  aislada  en  alta  actividad  de  agua  son 

mutantes  desreprimidas  para  la producccibn de  invertasas  en  presencia 

de  glucosa. 

2. Demostrar  que el efecto  de  la  aw  sobre  la  producción  de  la  enzima 

depende  del  tipo  de  cepa y del  sustrato  utilizado. 
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5. MATERIAL 
METODO 
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5.1. MICROORGANISMOS 

En este  estudio  se  utilizaron las siguientes  cepas  de Aprgzllus niger: 

Silvestre: 

C28B25, aislada en una  plantación  de café en  el Estado  de  Chiapas  (Aquiahuatl y 

col. 1989) 

Mutantes: 

dgr AW 99-iii, obtenida  de C28B25 por  irradiación  con W , aislada  en a, 0.99 en 

10 m& de 2-DG7 (Antier y c o l .  1993) 

drv AW 96-3, obtenida  de C28B25 por  irradiaciih  con W, aislada  al 15 % de E.G. 

y 1 OOm@ de 2-DG (Antier y col. 1993) 

Todas  las  cepas heron preservadas  en  PDA  a 4OC, y se encuentran  depositadas  en  el 

cepario  del  Laboratorio  de Biología  Molecular de Hongos Filamentosos  de  la UA” 
Iztapalapa. 

5.2,MEDIOS DE CULTIVO 

Se utilizaron  dos  medios de cultivo. El primero  basado  en  el  cultivo  formulado  por 

Acuiia-Arguelles ( 1995) el cual constó  de  la  siguiente  composición (a): fNH4)2so4 17.4, 

Urea 4.1, K € € 2 P 0 4  9.0, MgSQ 0.27, FeS04 0.001,MnS04 0.001, CuS04 0.001, ZnClO.001; 

se utiliiaron como  fbentes de carbono (@): sacarosa 50, glucosa 50. 

El segundo medio  de  cultivo  que  se  utilizb fie el de Pontecorvo (1953), el  cual 

const6 de  la  siguiente  composicibn (@): NaNO3 6.0,, KC1 0.52, KH2P04 1.52, MgS04 

0.52, FeS04 0.001,MnS04 0.001, CuS04 0.001, ZnCl 0.001; se  utilizaron  como  &entes  de 

carbono (a): sacarosa 10, glucosa 10. 
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5.3.FERMENTACION LIQUIDA. 

Todos los medios  se  ajustaron a un  pH inicial de 4.5 . El inkulo utilizado fue de 

2x10’ espordg de  &ente  de  carbono, El procedimiento y las condiciones  de  la 

fermentación  líquida  para  cada  cepa  fhe  el  siguiente: 

En el  primer ciclo de  fermentacibn  se  utilizó  como  fúente  de  carbono  sacarosa,  en  el 

segundo se utilizó  glucosa y en el tercer  ciclo de  fermentación  se  utilizó  una  mezcla de 

sacarosa y glucosa. 

Para los cultivos  en sacarosa se  utiiizaron cajas de  cultivo  celular  con  seis  pozos  de 

10 ml cada  uno en los  cuales se agregaron S ml del medio y para los cultivos  en ducosa se 

utilizaron  matraces  Erlenmeyer de 125ml a los cuales  se  les  agrego 25ml del  medio. En 

ambos experimentos  se  utilizó el medio de  cultivo  de  AcuHa-  Arguelles (1995). Para los 

cultivos  que  se  prepararon  con  la  mezcla  sacarosa-glucosa  se  utilizaron  matraces Erlenmeyer 

de 125 ml con 25 ml del  medio de cultivo  cada  uno. Se utilizó  el  medio  de  cultivo  de 

Pontecorvo (1953). 

Tanto  los  matraces  como las cajas heron incubados  a 3OoC. Las  cajas de  cultivo 

fúeron  agitadas  a 160 rpm y los  matraces  a 180 rprn durante 48 horas. Se tomaron 

muestras  cada 12 horas, los matraces y los pozos  de  las cajas de  cultivo keron preparados 

por  duplicado. 

La a, se  calibró  por  medio  de un medidor de la  actividad  de  agua  marca ‘Decagon” 

y así se determinó  la  cantidad  de  etilenglicol  que  se le agregó a los  matraces con aw 0.99, 

0.98 y 0.96 (Tabla 1) 

Los pozos y los  matraces  antes  citados se prepararon  con las tres actividades  de 

agua  por  duplicado  para cada tiempo  de  la fernentacitin. Durante el  tiempo que duró  ía 

fmentaci6n se determinaron  diferentes  parámetros ( biomasa, pH y actividad  enzimática) 
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aw % Etilenglicol Etilenglicol Medio  de  cultivo 
(ml) (ml) 

0,999 

8 0.4 4.6 O. 963 

4 0.2 4.8 0.98 

O O 5 .O 

t I 1 

0.947 I 4.4 I 0.6 I 12 1 
Tabla l .  Calibración  de  las  diferentes a, 

5.4.SEPARACION DE PROTEINAS SOLUBLES Y DETERMINACION  DE 

BIOMASA 

La separación  de  proteínas  se  llevó  a  cabo  mediante  la  filtración  del  medio  de  cultivo 

(despues  de un período de fermentacibn) en papel  filtro  Whatman 41. Del  líquido  filtrado  se 

tomó  una  muestra  de 5ml y se almacenó  a 4OC para  realizar  la  determinación  de  proteínas y 

ensayo  enzimático  posteriormente. 

El micelio  sobrante  de  la  filtración  se  lavó con agua  destilada y a  continuación  se 

secó en una estufa a 60°C durante 24 horas.  Posterionnente  el  micelio  secado se colocó en 

un desecador  durante 20 min.  Para ser pesado  posteriormente. Al peso  obtenido  se  le  restó 

el  peso  del  papel  seco  sin  micelio  para  obtener  el  peso seco del  micelio. 

Los datos  obtenidos  del  peso  seco heron sometidos  a un modelo  matemático  de 

crecimiento  de  biomasa. La ecuación  logística  es la siguiente: 

X teórica= Xm 
I + Ce* 

c= xm - xo- donde, 
x0 

C=  Crecimiento 
X= g L  de  biomasa al tiempo ‘Y, 
Xm= concentraci6n mkima de  biomasa 
p= tasa  (velocidad)  especifica  de  crecimiento 
Xo= concentracibn  inicial  de  biomasa 
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Los datos  obtenidos heron el  resultado  de minimizar la suma  de  residuos  cuadrados 
usando  el  programa  solver  de Excel (Microsoft)  mediante la siguiente  fórmula: 

Sr= r(X observada - X t&rica)* 

La velocidad  específica  de  crecimiento (p) h e  calculada  mediante  la  ecuación de 
regresión heal. 

5.5. CUANTIFZCACION  DE PROTEINAS. 

Las proteínas  solubles  en el filtrado  del  cultivo  se  estimaron  de  acuerdo al mbtodo  de 

Bradford (1976). Se preparó  una  solución estándar de  albúmina  sérica  de  bovino que 

contenía lmg/d. La mezcla de reacción  consistió  de loop1 de la muestra, 700p3 de  agua 

destilada y 2001.~1  del  reactivo  Bradford,  leyendose a 595nm. Todas las muestras se 

manejaron  por  duplicado. 

5.6. ENSAYO DE ACTIVIDAD  ENZJMATICA. 

La actividad  de  la  invertasa se determinó  con sacarosa como  sustrato. Para este fin 

se  utilizó  el  m6todo  del  ácido  dinitrosalicilico @NS) de Miller (1959). La reacción se 

compuso de la mezcla de 0.5ml de amortiguador de acetato de  sodio, 0.35ml de la solucibn 

del  sustrato y O. 15ml de  la  preparación  de  Ia enzima (filtrado original o convenientemente 

diluido). Se incubó  a 35'C durante  30min.  Despuds de la  incubación  se  detuvo  la  reacción 

adicionando lml del  reactivo DNS. Las muestras se  calentaron  en  un b a o  de agua hirviendo 

durante 1 5min. y posteriormente  se  puso a enfriar durante 5 min. La absorbancia h e  leída 

a 575nm. 

La actividad  de la invertasa se calculó  como  la  cantidad de enzima  que  libera un 

pmol  de azúcar reductor por minuto, expresándose  como AEt= UnidadlL. 

Las muestras heron preparadas  por  triplicados, y fieron analizadas  mediante  la 
prueba  estadística  t  de Student con un  intervalo  de  confianza  del 95% ( p ~  0.05) bajo  la 

curva. 
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El rendimiento (Yp73 se calculó  con  la  ecuación  de la regresión  lined  entre  el  nivel 

de la  produccibn de la  enzima (E) y de biomasa ( X )  

E= Yp7x (X) + b 
Donde b es una  constante  empírica 

La  productividad  específica se calculó  como  el  producto  de  la  velocidad  especifica  de 

crecimiento  por  el  rendimiento: 

qP- P ( YPM 
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6.1.  INFLUENCIA  DE  LA  ACTIVIDAD  DE  AGUA  UTILIZANDO  SACAROSA 

COMO  FUENTE  DE  CARBONO SOBRE Aspergillus niger. 

En cada  una  de las  cepas de  estudio (C28B25 , AW 99-iii y AW 96-3) se  estudió  la 

evolución  de la producción  de  invertasa  durante 48 horas y se  tomaron  muestras  cada  12 

horas. Se midió  la  producción  de  biomasa y de  enzimas  en  cada  uno  de  los cinco  tiempos. 

Para  este  experimento  se  utilizaron  las cajas de  cultivo  celular  con  50&  de  sacarosa. 

6.1.1.  PRODUCCION  DE  BIOMASA 

Como  podemos  observar  en  la  figura 3, en  cada  una  de  las  cepas la disminución  de 

la actividad  de  agua  afectó la velocidad  de  crecimiento. Esto confirma  que  el  nivel  de  agua 

es uda  variable  que  afecta  el  metabolismo  de  los  microorganismos. (Pandey,1992; Oriol, 

1998b) 

La cepa  mutante  que  presentó  mayor  crecimiento fue AW 96-3 en aw 0.99 

comparada  a la cepa  silvestre C28B25.  La cepa  mutante AW 99-iii tuvo  menor  crecimiento 

que  la  cepa AW 96-3 en  a, 0.99, pero  mayor  que  la  cepa  silvestre  (Tabla 2) 
Tabla 2 
Crecimiento -0, Xm ( g L )  &A, niger en sacarosa* 

a, C28B25 AW 99-iii AW96-3 
0.99 9 f 0.2 17 f 0.13 20 f 0.8 
0.98 7 rto.1 11 f 0.12 12 f 0.1 

O.% 3 f 0.04 7f0.11 2 It0.03 
* Datos obtenidos por duplicado, los intervalos f fueron estimados como la mitad 
de las diferencias  entre los duplicados. 

Estos resultados  están  de  acuerdo  con  el  reporte  previo  de  que  el  fenotipo dgr está 

asociado  a  una  mayor  velocidad  de  crecimiento  en  las  cepas mutates AW 99-iii y AW 96- 

3 comparada  con la  tipo  silvestre C28B25 (Minjares y col. 1997) 

El analisis  del  ajuste  de los datos  calculados  con  los  datos  teóricos  se  llevó  a  cabo 

minimizando  la  suma  de  los  residuos  de los mínimos  cuadrados  (Sr),  utilizando un modelo 

matemhtico  para  el  crecimiento  (sección 5.4) 
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Observando  los  datos  calculados  de  velocidad  específica  de  crecimiento (p) en la 

figura 4, podemos  ver  que  la  cepa  que  mostró  una p m& elevada f ie  la  cepa AW 96-3, 

en aw= 0.99 comparada  con  la  cepa C28B25, la  cual tuvo la p mas baja en &= 0.99 . La 

cepa  mutante AW 99-iii tuvo  una p más baja que la  cepa AW 96-3 en aw 0.99,pero mayor 

que  la  cepa  silvestre  (Tabla 3) 

Tabla 3 

Velocidad específica de crecimiento (p= h") de 
A. niger en sacarosa 

C28B25 AW 99-iii AW96-3 

a, P R2 P R2 P R2 
0.99 0.4 0.98 0.6 0.99 0.7 0.98 

0.98 0.2 0.99 0.4 0.97 0.4 0.98 

0.96 0.1 0.99 0.3 0.99 0.06 0.99 

R' es el coefciente de la regresi6n In- p Int -k c 
(secci6n 5.4) 

De acuerdo al trabajo  realizado  por Loera y Viniegra  (1998),  con  las  mismas  cepas de este 

estudio,  la  cepa  que  presentó  la  mayor p fue la C28B25 en a, 0.99 (fl= 0.7) en  medio 

sólido y utilizando  pectina  como  sustrato, en  el caso deli presente  trabajo  la  cepa  que  mayor 

velocidad  de  crecimiento  manifestó h e  la cepa AW 96-3 en aw 0.99 en  medio  líquido y 

utilizando  sacarosa  como  sustrato. 

Comparando  la  velocidad específica de  Crecimiento  d.e  la  cepa  silvestre C28B25 de este 

trabajo con el  realizado  por  Romero y col.  (datos no  publicados) , los cuales  obtuvieron  una 

p = 0.05h-' y Xmáx de 38 gL-' en  aw 0.99, tenemos como resultado  que  la  cepa  silvestre 

presentó  una p mas  alta  al  ser  analizada en esta  investigación. 
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6.1.2. PRODUCCION  DE LA ENVERTASA. 

La producción  de  la  invertasa  también fbe afectada  por  el  descenso  en  la  actividad 

de  agua  en  cada  una  de las  cepas. En la figura 5 se  observan  los  resultados  de la actividad 

de  la  invertasa. Las cepas  mutantes AW 99-iii y AW 96-3 tuvieron  una  mayor  actividad 

enzimática  en  comparación  a la cepa silvestre C28B25, lo cual  está  de  acuerdo  con  reportes 

previos  de  que el fenotipo dgr está  asociado  con  desrepresión  de  síntesis  de  hidrolasas  por 

Saccharomyces  cerevisiae (Zimmerman, 1977) , Neurohvoru crassu (Allen y col. 1989) y 

Aspergillus niger ( Antier y col. 1993) 

La mayor  actividad  volumétrica se obtuvo en la cepa  AW 96-3 en a , ~  0.99, en 

comparaci6n a la  cepa silvestre C28B25 y a la cepa  mutmte AW 99-iii (Tabla 4) 

La actividad  de la invertasa  en la cepa  AW 96-3 en aw 0.99 fbe mayor  que  la 

previamente  reportada  para ApergiZZus  nidulans (1.2 UYml)  (Chen  y col. 1996) , 

Aspergihs niger (O. 1 1 Wml) (Wallis y col. 1999) y AspergrZZus  niger (5 W m l )  (Romero 

y col. 1999). 

Tabla 4 

Actividad enzidtica &m (WL) de la invertasa en A. niger en sacarosa 

a, C28B25 AW 99-iii AW 96-3 

0.99 915 f 274'b*48 3661 f 204"  9793 =k 274' 

0.98 444 f 74'O 682 f 1016"~" 8769 f 501' 

0.96 830 f 96bssh 864 f 239"i  S174 f 151k 

Cifras con superíndices Son signifícativamente  diferentes entre si con una pl0.05 

El mayor  rendimiento  (Yp/x)  se  observó  en la cepa AW 96-3 en aw= 0.96, en 

comparación  a la cepa  mutante AW 99-iii y la cepa  silvestre (fig. 6-A). Esto nos  indica  que 

la  cepa AW 96-3 es la más eficiente en  cuanto a  la  relación  de  producción  de  enzimas  por 

gramo  de  biomasa. Esto probablemente  se  deba  al  hecho  de  que  esta  cepa h e  mutada y 

aislada  a  baja  actividad  de  agua (b 0.96) por  Antier y col. (1993), lo  cual  probablemente se 
asocia  a  ciertas  propiedades  de  adaptabilidad  a un ambiente  hiperosmótico. 
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Al  comparar el rendimiento  de  esta  cepa  con la obtenida  por  Romero y col.  (datos  no 

publicados)  obtuvimos que la cepa C28B25 en  aw= 0.99 tuvo un mayor  rendimiento  en  la 

producción  de  invertasa  (Yp/x= 6770) comparados  a 10s que  se  obtuvieron  en este caso 

(tabla 5) 
Tabla 5 

Rendimiento Y @x ( WgX) en A. niger en sacarosa 

C28B25 AW 99-iii AW96-3 

a, yphr R2 y, R2 y* R2 
0.99 353 0.99 672 0.98 679 0.97 

0.98 116 0.93 153 0.95 4449 0.99 

0.96 io61 0.97 26 0.97 450 1 0.99 

Rz es el coeficiente de la regmi611 E= Yp/x (X) + b (Seccibn 5.6) 

En cuanto  a la productividad específica (qp) podemos  observar  que  esta h e  

afectada  por  los  cambios  de  la  actividad  del  agua en las  tres  cepas  (fig. 6-B). La mayor 

productividad  se  obtuvo en la  cepa AW 96-3 en  una a, de 0.98 ( tabla 6) .De esta manera 

confirmamos  nuevamente  que las cepas  mutantes  AW 96-3 parecen  ser  las más eficientes 

en cuanto  a  productividad  y  rendimiento  en baja actividad  de  agua y está desregulada  para 

la  producción  de  enzimas. La velocidad  de  la  producción  de la invertasa  por A. nzger 

asociada  al  crecimiento  en  la  cepa  mutante AW 96-3 em %=0.99 , fue  mayor  a la reportada 

por Romero y col(datos no  publicados) en la cepa  silvestre C28B25 (qp= 338.5 UIgX'h"), 

aunque esta última íbe mayor  que la reportada  aquí  parla  la  cepa silvestre. 

Tabla 6 

Productivkíad epecífíca 4p ( W g X h )  de A.  mger en sacarosa 

a, C28B25 AW  99-iii AW96-3 

0.99 141 403  475 

o. 98 23 61 1780 

O. 96 106 8 270 

Las diferencias de los valores  con los previamente  reportados se pueden  deber  a 
condiciones muy distintas  de  cultivo:  tiempo de fermentacihn,  diferente  capacidad 

secrecibn de  las  diferentes  cepas y especies, concentracibn y tipo  de  sustrato y 

las 

de 

las 
características  del  material  utilizado  para llevar a  cabo  la  fermentación (pozos o matraca). 
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6.2. INFLUENCIA DE LA ACTMDAD DE AGIJA UTILIZANDO GLUCOSA 
COMO FUENTE DE  CARBONO  EN Aspergillus n i p .  

En cada  una  de  las  cepas  de estudio (C28B25 , AW 99-iii y AW 96-3) se  estudió  la 

evolución  de  la  producción  de  invertasa  durante 48 horas  y  se  tomaron  muestras  cada 12 

horas. Se midió  la  producción  de  biomasa y la produccih de la  enzima en  cada  uno  de los 

cincd  tiempos.  Para  este  experimento se utilizaron  mdtraces  Erlenmeyer y 50 gh., de 

glucosa. 

6.2.1. PRODUCCION DE BIOMASA. 

El efecto de  la  actividad  de  agua  en  el crecimiento de A. niger utilizando  glucosa 

como  sustrato,  se  puede  observar  en  la  figura 7. Podemos  ver  que  a  baja  actividad  de  agua 

el  crecimiento h e  menor  en  cada  una de las  cepas. La cepa AW 96-3 fue  la  que  mayor 

crecimiento  presentó en la  actividad  de  agua 0.99 en  comparación  a  la  cepa  silvestre 

C2825 y la  cepa  mutante AW 99-iii (tabla 7) 

Tabla 7 
Crecimiento m h d n o ,  Xm (e) &A, niger en glucosa 

a, C28B25 AW 99-iii AW 96-3 
O. 99 5 f 0.7 2.2 f 0.2 6 f 1.4 
0.98 3 f 0.03 2.4 f 0.06 4fO.l 
0.96 2 f0.005 1 f 0.006 1 f 0.2 

* Datos  obtenidos por duplicado, los  intervalos f fueron  estimados  como  la  mitad 
de las difexencias  entre  los duplicados. 

El análisis  del  ajuste  de  los  datos  calculados  con  los  datos  teóricos  se  llevó  a  cabo 

minimizando  la  suma  de los  residuos de los mínimos  cuadrados (Sr), utilizando un modelo 

matemático  para  el  crecimiento  (sección 5.4) 

En general,  se  obtuvo un crecimiento  pobre  lo  cual  puede  estar  relacionado  a  la 

concentración  de  oxígeno en el  medio  la  cual  normalmente  es baja en  medio  líquido 
(SmgL), y también  a  la  concentración  de  glucosa  que se  utilizó (50 g/L), lo  cual  requiere 
una  mayor  demanda  de  oxígeno. 



En cuanto a la velocidad  específica  de  crecimiento(p),  podemos  observar  en  la 

figura 8 que  la  cepa AW 96-3 presenta  una p más  elevada  en a , ~  0.99, aproximadamente 

tres  veces mayor  respecto  a  las  otras  dos  cepas,  las  cuales  tuvieron  una p semejante en alta 

actividad  de  agua  (tabla 8) 

Tabla 8 

Velocidad especifica de crecimiento (p= K') de 
A .  niger en glucosa 

C28B25 AW 99-iii AW 96-3 

a, P R2 P R2 P R2 
0.99 0.08 0.99 0.07 0.99 0.11 0.99 

0.98 0.1 0.99 0.08 0.99 0.1. 0.97 

0.96 0.07 0.99 0.04 0.99 0.03 0.98 

Rz es el coeficiente de la regresih ln(X)= ~1 Int + c 
(secci6n 5.4) 

La cepa  mutante AW 96-3 tambiCn  presenta  una p mas  elevada si comparamos  con 

la p obtenida  por Romero y col.(p= 0.05) (datos no publicados)  al  utilizar  sacarosa  como 

sustrato,  en aw 0.99 con  la  cepa C28B25. 

Así mismo,  si  comparamos  entre sí los  resultados  o'henidos en este mismo  trabajo 

con  sacarosa  podemos  observar  que  el  crecimiento  y  la  velocidad  específica  de  crecimiento 

heron mayores  al  utilizar  sacarosa  como  sustrato  que al utilizar  glucosa. No podemos 

definir  exactamente  cuales  son  las  causas  de  estas  diferencias  ya que en  el  experimiento  con 

Sacarosa se utilizaron pozos de  cultivo  celular y en éste experimento  se  utilizaron  matraces 

Erlenmeyer  de 125 ml. 
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6.2.2. PRODUCCION DE LA INVERTASA 

La producci6n  de  la  invertasa  también fke  afectada  por  la  actividad  de  agua en  cada 

una  de las  cepas. En la figura 9 se  observan  los  resultados  de  la  actividad  de la inveflasa. En 

este  caso en  el  cual se utili26  como  única  fkente  de  carbono  la  glucosa,  la cual se  sabe,  tiene 

una alta  capacidad  de ejercer  la  represión  catabólica  en  hongos  filamentosos (Mac 

Kenzie,1993; Arst y Bailey, 1977 ,Ronne, 1995),  como  resultado  principal  de  este 

experimento Se observó que la  cepa  silvestre C28B25 no  presentó  producción  de  invertasa 

debido a la  represión  catabólica  por  la  presencia  de  glucosa y que  en  las  cepas  mutantes 

AW 99-iii y AW 96-3 si  se  produjo  esta  enzima,  lo cual nos  indica  que  estas  cepas  están 

desreprimidas  para  la  formación  de  invertasas. La cepa  mutante  que  manifestó  mayor 

actividad  enzimática  fke  la  cepa AW 99-iii en  comparación a la  cepa AW 96-3 (tabla 9) 

Según Minjares y col. (1997), aparentemente  el  fenotipo dgr está  asociado  con 

estados fisiológicos desreprimidos  los  cuales  permanecen  como tal, cuando se pierde  la 

resistencia  al adlogo de  la glucosa, es  decir,  la  desrepresibn  fisiológica puede  estar 

relacionada a diferentes locus que  codifican  para  la  resistencia  a  la  desoxiglucosa. 

Tabla 9 

Actividad enzimirtica mAxima (WL) de la invertasa enA.niger 
englllcaa 

a, AW 994 AW 96-3 

O. 99 466SEt211" 2419 f 35Oqtg 

0.98  3849 f 22.37 f 
0.96  1399 f 25OS4" 1840 f 15OW 

Cifias con superfndices son significativamente diferentes entre 
si colluna @.O5 

Algunos  investigadores han observado que las  mutantes  resistentes a la 

desoxiglucosa  parecen  tener  alteraciones  reguladoras  pleiotrópicas en la  actividad  de 

enzimas  hidrolíticas (Zirnmermann y col., 1977; Entian,  1981;  Allen , 1989; Antier, 1993; 

Romero, 1996). 

Antier y col. (1993) aislaron  las cepas AW 96-3 y AW 99-iii como  mutantes 

sobreproductoras  de  pectinasas y ahora  se  demuestra un caso  similar para  la  producción  de 
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invertasa, es razonable  suponer que estas son mutantes  pleiotrópicas  que  tienen  afectada  la 

regulacibn de la síntesis de diversas  enzimas  a  la  vez. 

En  la relación  de p (fig. 8) con  el  rendimiento  enzimático  (Yp/x) (fig. 10-a) 

observamos que en  el caso de la cepa AW 96-3 el mayor  rendimiento se obtuvo  a  baja 

actividad de agua (0.98) y que  la  velocidad  específica de crecimiento  es  menor en esta a w .  

En  general  podemos  advertir  que  existe  una  relacidn  inversa entre p y rendimiento,  cuando 

incrementa la velocidad  de  crecimiento,  disminuye  la  producción de la  invertasa  y 

viceversa. El rendimiento  máximo  que se  obtuvo en la  cepa AW 96-3 en aw 0.98 (tabla 10) .fue 

menor al obtenido  por  Romero y col.(datos  no  pub1icados)l en la  cepa C28B25 ( Y p k  6670 

WgX) al utilizar s a c m a  como  sustrato en alta actividad  de agua, y menor  que  el  que se 
obtuvo  con  sacarosa en este  mismo  trabajo  en  la  cepa AW 96-3 en a, 0.98 (ver  tabla 5) 

Tabla 10 

Rendimiento Yp/x ( WgX) en A. niger en ghucosa 

AW99-iii AW %-3 

a, yphc R2 y*lk R2 
0.99 1162 0.97 2047 0.98 

0.98 1450 0.98 2262 0.98 

0.96 1412 0.96 15;!7 O. 96 

Rz es el coeficiente de la regresi6n E= Yp/x (:x) + b (secci6n 5.6) 

En  cuanto  a la productividad  específica (qp =: UigX'h") (fig 10-b)  podemos 

observar que las cepas  mutantes heron tambiCn afectadas  por  la  disminución  de  la 

actividad de agua  (Tabla 11) 

La  productividad  específica (qp) h e  mayor  en  la  cepa AW 96-3 en  alta  actividad 

de agua  aproximadamente  cinco  veces  mayor  que en AW 99-iii  y  mayor  a la obtenida  por 

Romero y col.  (1999) en  la  cepa C28B25 en aw 0.99 (338.5 UIXg-*h").  Sin embargo íüe 

menor  a  la  productividad  obtenida  en  el  experimento  que  se  realizó  con  sacarosa en este 

mismo  documento(ver  tabla 6 )  
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Tabla 11 

productividad especifica 4p (UIgx-*h") &A. niger 
f2fkglUCQSa 

a, AW 99-iii AW 96-3 

0.99 81 410 

0.98 116 226 

O.% 57 46 
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6.3. INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD DE AGUA llmLIZAND0 GLUCOSA Y 

SACAROSA COMO FUENTES DE CARBONO ENAsptztgilhs niger. 

En cada  una  de l a s  cepas de estudio (C28B25, AW 994ii y AW 96-3) se  estudió la 

evolución de  la  producción  de invertasa durante 48 horas y se tomaron  muestras cada 12 
horas. Se midió la producción de biomasa y la producción  de  la  enzima en cada uno de los 
cinco tiempos. Para este experimento se utilizaron  matraces de 125 m1 Erlenmeyer y 1 O 
g/L de la mezcla glucosa y sacwosa. 

63.1. PRODUCCION DE BIOMASG. 

El efecto de la actividad  de  agua  en el crecimiento de ,4. rrzger utilizando  como  sustrato 

giucosa y sacarosa se pwde observar en la figura 11. La disminución  en  la  disponibilidad  del 
agua en el medio afectó el crecimiento de biomasa en l a s  cepas C28B25 y AW 99-iii en las 

cuales se pudo observar un descenso gradual en el crecimiento según se disminuyó la a, , 

mientras que en la cepa mutante Aw96-3 se pudo observar que la aminoración  de Ia actividad 
del agua no influyó notablemente en el  crecimiento. La cepa snlvestre C28325 fue la que mayor 

crecimiento  present6  en  comparacibn  a  las cepas mutantes AW 99-iii y AW 96-3 (tabla 12). 
Tabla 12 
Crecimiento mWxno,  Xm (a) de A, niger en sacarosa + glucosa* 

a, C28B25 AW 99-5  AW96-3 
O. 99 3 rt0.3 2 It 0.05 2 f 0.03 
O. 98 2 * 0  1 f 0.04 2 f 0.02 
O. 96 1 f 0.01 0.6 f 0.01 1 f 0.06 

* Los intervalos f heron estimados como la mitad de las "6rencias entre los chpbcados. 

El análisis del ajuste de los datos  de las mediciones  de la producción  de  biomasa 

con los datos  teóricos se llcv6 a cabo minimizando la suma de los residuos de los mínimos 
cuadradas (Sr), utilizando un  modelo  matemdtico para el  crecimiento  (sección 5.4) 



En  cuanto al efecto  sobre la velocidad  específica  de  Crecimiento (p) (figura 12) podemos 
observar  que la cepa  silvestre C28B25 presentó  una p más elevada  que  las dos cepas  mutantes 
en a, 0.99, pero la cepa  mutante AW 96-3 fire menos  afectada  por  las  bajas  actividades  de  agua 

y manifestó  mayor  velocidad de crecimiento  a  bajas  actividades  de  agua  que  las otras dos 
cepas. La cepa AW 99-iii fue la que  menor  velocidad  de  crecimiento  manifestó  de l a s  Wes 

cepas  de  estudio  (tabla 13) 

Tabla 13 

Velocidad espedfica de crecimiento (F= h")l de 
A. niger en glucosa m& sacarosa 

C28B25 AW99-iii AW96-3 

0.99 0.08 0.99 0.05 .0.99 0.06 0.99 

0.98 0.04 0.99 0.03 0.95 0.06 0.99 

0.96 0.03 0.98 0.02 0.96 0.04 0.99 

R' es el coeficiente de la regresi6n ln(X)= p lnt + c 
(seccibn 5.4) 

TambiCn  la  cepa C28B25 presento una p mayor  que  la  obtenida  por  Romero y col. 

(datos  no  publicados) , los cuales  obtuvieron  una p de 0.05 utilizando  solamente  sacarosa 

como  sustrato.  Aunque la máxima  velocidad  especifica  de  crecimiento  obtenida en este 

experimento h e  menor  a  la  obtenida  cuando  se  utilizó  sacarosa  como  unico  sustrato ( ver 

tabla 3) 

Las  diferencias  en los resultados  obtenidos  se  deben  principalmente  a  que  las 

condiciones  de  cultivo  que  se  manejaron heron diferentes  para  cada  experimento. 
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6.3.2. PRODUCCION DE LA INVERTASA 

Las bajas  actividades  de  agua  no  afectaron  la  producción  enzimktica  cuando se  utilizi, 
sacarosa  mas  glucosa  en  la  fermentación  (figura  13).La  cepa  silvestre C28B25 exhibió  la  mayor 

actividad  enzimática  en aw 0.99 en  comparación  a  las  cepas  mutantes AW 96-3 y AW 99-iii, 

mientras  que la producción  mas baja  se observó  en la cepa  mutante AW 96-3  (tabla  14) 
Tabla  14 

Actividad enzimhtica &ma (WL) de la invertasa enA4.niger en sacarosa mas 
@UOSa 

aw C28B25 AW 99-iii AW 96-3 

0.99 3692 f'3004b*ed 3 117 f 25OGShJ  1810 f 621,0,p 

0.98 3379 f 300"e,58 1360 f 18d3"" 

0.96 3300 f 51bmehi 810 f 150b  1543 f 180Rp*q 

2207 f 3 7 o k i j ~ ~ ~  

Cifras con supeMdices son sigtuficativamente  diferentes entre si con una pl0.05 

La disminución  en  la  actividad  del  agua  tuvo un efecto en  el  rendimiento  (Yp/x),  ya  que 
como  podemos  observar  en  la  figura 14-a,  el  rendimiento h e  diferente  dependiendo  de  la 
actividad  del  agua. La cepa  silvestre C28B25 fue la que  mayor  rendimiento  manifesti,  a baja 
actividad  de  agua (0.96),  el cual h e  aproximadamente tres veces  mayor  que  en l a s  cepas 
mutantes AW 99-iii y AW 96-3  (tabla 15) 

Tabla  15 

Rendimiento Yp/x ( WgX) end. niger en sacarosa mas glucosa 

C28B25 AW 99-iii AW 96-3 

aw yphc R2 yphc R2 ydx R2 

0.99 842 0.98 1903 0.93 1914 0.99 

0.98 3100 0.98 1165 0.82 2742 0.97 

O. 96 6010 0.93 1244 O. 95 239 0.99 

Rz es el coeficiente de la regresih E= Yp/x ( X )  + b (secci6n 5.6) 

Al  comparar el  efecto  de  la  actividad  del  agua  entre p (fig.  12) y el rendimiento  (Yp/x) 
(fig.  14a)  observamos  en el  caso  de la cepa  silvestre  que  mientras p aumenta,  el  rendimiento 
(Yp/x) disminuye. 

En  cuanto  a la productividad específica (qp) podemos  observar  en la figura  14b  que  la 

mayor  productividad  a alta actividad  de  agua(0.99)  se  obtuvo  en la cepa  mutante AW 96-3 y 

la mayor  actividad en a, 0.96 se  observó  en la cepa  silvestre C28B25. 
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La velocidad de produccih de la  invertasa  por A. nzger asociada al crecimiento  en la 

cepa C28B25 en a,,, 0.99 (tabla 16) , fue menor a la reportada por Romero y col.(datos no 
publicados) en la  cepa  silvestre (qp 338.5 WgX/h) y menor que la reportada en  este trabajo 

cuando se utiliz6 sacarosa como única  &ente de carbono '(ver tabla 6) 

Tabla  16 
Productividad espedfica QP (ul/gxh) de A. niger en sacarosa mas 
~ucosa 

a, C28B25 AW99-iii AW96-3 
0.99 67 95 115 
0.98 124 35 165 
0.96 1 80 25 10 
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DISCUSION FINAL , 

Como  resultados  prinGipales  obtuvimos  que la produccibn  de  las  invertasas  es  regulada  por 

la presencia de la glucosa,  ejerciendo un e k t o  de repreisibn catab6lica. Las cepas rnmntes 

resistentes  a ZDG, dgrAW 99-iii y dgrAW 96-3, mostraron estar parcidmente 

desreprimidas,  ya  que  en  presencia  de  glucosa  produjeron  invertasas. El fenotipo dgr estfr 

asociado  con  la  desrepresión de síntesis de hidrolmas  en Sacchrumyces cerevisiae 

(Zimmerman,1977), Neurospora crassa (Allen y col.  1.989) y Aqwrgillus niger (Antier y 

col. 1993). 

Lw dos  cepas  mutantes  de  este estudio (AW 99-iii y AW 96-3) heron originalmente 

aisladas  por  Antier y col. (1993) para producir  peC.tinasa~, y en este  trabajo  hemos 

encontrado que estas cepas tambih producen  invertasaq lo cual  sugiere  que  probablemente 

estas  cepas  tienen un sistema de regulación  pleiotrópica, lo cual  ya  ha  sido  observado  en 

otros microorganismos  (Zimmerman y col. 1977; Ent:ian, 1981; Allen y col.  1989). En 

Aspergillus nzhulans se  encontaron  tres  genes  involucradas  en  la  represión  del  catabolito 

CreA, CteB y CreC, de los cuales CreA probablemente  sea un gene  de  regulacibn 

peliotrópica (Chen y c o l .  1995) 

Se han  descubierto una serie de genes  relacionados  con  la  represión  por glucosa. Dos genes 

importantes son los que  se han encontrado en Saccharomyces  cerevisiae , el gene  estrutural 

h k 2  que codifica para  una  hexocinasa y el  gene que codifica para una proteína  cinasa 

(Entian,  1981). Es de  particular  inter&  el  gene hxk2 ya  que  las  mutaciones  en  este  gene 

provocan  que  eflzimas  represibles  por  glucosa  puedan  producirse. Es muy probable  que  este 

mismo mecanismo se  lleve a cabo  tambi6n  en  hongos;  filamentosos, por Io cual sería de 
especial  interés  estudiar  el  gene que codifica para  esta  enzima  en un futuro. 

Aparentemente  las  mutaciones  involucradas  en  la  resistencia a 2DG están  localizadas  en 

diferentes locus ( Allen y c o l .  1989; Loera y Viniegra, 1898). Recientemente se encontró 

que  las  mutantes  de las series AW 99 y AW 96 aisladas  por  Antier y col. (1993) parecen ser 

independientes  para la resistencia  a la 2- DG y el fenotipo de sobreproducción  de  pectinasas 

(Loera, no  publicado),  ya que el diploide @4) se encontrC,  ser  sensible  a 2DG aunque fie 
obtenido a partir de  dos  haploides  resistentes (AW 9 9 4 2  y AW 96-4). 

59 



Finalmente  pudimos  observar  que el efecto de la  actividad  del  agua  sobre  la  producción  de 

invertasas  depende  de  la  naturaleza  del  sustrato ( gluc.osa o sacarosa)  ya que los perfiles  de 

producción  fberon  diferentes  al  cultivar las cepas  con  cada uno de los sustratos 

mencionados. 

Cuando se utilizó  glucosa y sacarosa  cada  una  por  separado como ímico  sustrato,  se 

observó a  la  cepa mutante AW 96-3 como  la  mejor  productora  de  invertasas. La cepa AW 

99-iii tuvo una producción  mayor  que  la  cepa  nativa C28B25 en estas  mismas  condiciones. 

Cuando  se  utilizó  la  mezcla  sacarosa-glucosa  la  cepa  nativa C28B25 fbe  la  mejor 

productora,  aunque  en  general  pudimos  observar  que en éste  caso no existieron  diferencias 

estadísticamente  significativas  en  la  producción en las  tres  cepas. 



7. CONCLUSIONES 

1. La producción  de  invertasas en la cepa silvestre C28B25 es inhibida  por  represión 

catabólica cuando se utiliza  glucosa  como  sustrato y las  cepas  mutantes AW 96-3 y 

AW 99-iii tienen una  represión  parcial  por glucosa. 

2. Es probable  que  las  cepas  mutantes AW 99-iii y AW 96-3 estén  reguladas  por un gen 

pleiotrópico ya que producen  pectinasas (Antier y col.  1993) e invertasas. 

3. La cepa  mutante AW 96- 3 presentó  una  mayor  producci6n  de  invertasas  en baja 

actividad de agua  que la  cepa  mutante AW 99-iii y la  cepa  silvestre C28B25 cuando se 

utilizó  sacarosa como sustrato. 

4. La cepa  mutante AW 99-iii presentó una mayor  actividad de invertasas  que  la cepa AW 

96-3 en gIucosa, pero la cepa AW 96-3 presentó  una  mayor  productividad especifica 

que la  cepa AW 99-iii al  utilizar  glucosa  como sustrato. 

5. La cepa  silvestre C28B25 presentó UM mayor  producción  de  invertasas  que las cepas 

mutantes AW 9 9 4  y AW 96-3 cuando se  utilizó la mezcla de sacarosa y glucosa  corno 

sustrato. 
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8. PROPUESTAS 

I .  Realizar el mismo  experimento en medio  sóIido para poder valorar las diferencias en la 

produccih de las invertasas en ambos medios. 

2. Caracterizar  genéticamente  las  cepas  mutantes AW C99-iii y AW 96-3 como productoras 

de invertasas. 

3.  Caracterizar los genes reguladores que codifican para las hexocinasas en Ias cepas 

mutantes  resistentes  a 2DG, AW 99-iii y AW 96-3, mediante tknicas de Biología 

Molecular. 
4. Analizar las cepas mutantes  como  huéspedes  potenciales para la producción de 

proteínas  heterdogas. 
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