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Resumen 
En el presente trabajo se pretende averiguar si las mutaciones de Aspergil/11s 11ixcr que le-confieren 
resistencia n la 2-desoxi- lJ-glucosa (cepas clg r) y tiene,~ un fenotipo ctc sobre producción de 
cnzimns pectinasns y resistencia parcial a la inhibición de la_ síntesis de esas enzimíls por la adición 
de glucosa . Son, a su vez, mutantes ple icitrópicas con un fe notipo de sobre producción de 
gluconmilas,1 (G I\) y de resistencia a su represión catabólica por glucosél . 

El inte rés de este proble ma se asocia a la posibilidad de que las mutantes antes mencionadas, 
llélmíldas 99-iii y 96-3 por Antier et ni. (1993) tengan mutados genes rcgulatorios que controlen la 
síntes is de gran variedad de enzimas hidrolíticas y se apoya en los hallazgos de Allen y col (1989) 
quienes aislaron mutantes pleiotrópicas dgr de Ne11rosporn crnssn, que tenían afectados los procesos 
de control del transporte de azúcares, la síntesis de ílmilílsa e invertasa y sus modificaciones post­
traduccionales. Las mencionadas cepas de A. 11igcr fueron obtenidas a partir de unél cepa silvestre 
con características sobresa lientes de producción de pectinasas y sujetas a mutaciones UV y a una 
cribn selectiva con clcsoxiglucosa (Antier et al., 1993) 

Las cepas estudiadas conservnron su fenotipo, dgr en medio con glucosa, indicando la estabilidad 
de esas mutaciones. Su crecimiento en 30 gL-1 de maltosa fue muy similar, puesto que sus tasas 
específicas de crecimiento fueron muy similares entre sí (~l:::: 0. 11 h -1) Pero no fue el mismo caso 
con los parámetros estimados para la producció n de actividad volumétrica y la actividad por 
unidad de biomasa," donde la cepa 99-iii mosh·ó un valor de alfa 149% superior a la cepa 
progenitora y 160% con respecto de la cepa 96-3, mostrando que la primera era una cepa 
sobreproductorn de GA. Al hacer crecer las mismas cepa en distintas condiciones ele represión por 
glucosa se observo a las 48h del cultivo que las cepas 99-iii y la cepa progenitora se reprimieron 
bajando su actividad de GA 44 y 26 % respectivamente al c recer con 10 g/l. de glucosa, mientras 
qu e con 30 g/ 1. de glucosn redujeron 87 y 96 % s us actividades volumélrirns, demostrando ns í su 
sensibilidnd n In represión por carbono. Por lo contrario In cepa 96-3 retuvo s u producción de G/\ en 
un 90 % en la condición mns reprimicln e incluso tuvo una sobreproducción del 82% al crecer con 
lOg/1. de glucosn (Todas lns comparaciones son hechas con respecto a la condición de referencia: 
30g/L de maltosa). 

Los resultados de este trabajo nos hacen concluir que no todas las mutantes dgr poseen las 
características de sobre- producción y resis tencia arriba mencionadas para más de un sistema 
enzimático (pectinasas y glucoamilasa), tal es el caso de la cepa 99-iii que resultó sobre- productora 
de GA pero sensible a la represión por carbono (glucosa), mientras que la cepa 96-3 mostró 
res istencia a la represión por carbono pero no fue sobre- productora de GA en medio líquido. 

Por otro l~do se demostró que las características de sobreproducción y resistencia mencionadas no se 
cm;ucntrnn ligauas a un mismo genotipo uauo que las mutantes analizadas no prcsciitan los dos li:notipos 

conjuntos. por lo cual concluimos que cada ~1na de ellos pertenecen a un distinto tipo de mutantes. 

Dado que las cepas mutantes estudiadas en este trabajo fueron reportadns anteriormente como 
sobreproductoras de pectinasas y resis.tentes a represión por ca rbono, y analizando su 
comportamiento en el sistema de producción de GA; pensamos que e l pleiotropismo de estas cepas, 
posiblemente esté asociado a distintos genotipos y por ello puede expresarse de manera muy 
distinta cuando se ensnya con distintos sistemas enzimáticos. Estas observaciones sugieren que A. 
11iga quizás tiene, como N. crassn, una gran varieda~ de genes regu latorios que modulan su 
rcspuC'sla ndaplntiva a medios con diferentes substratos (almidón o pec tinas). Será de mucho 
inte rés inves tigar el origen genético de estas mutaciones para diseñar programas dirigidos a 
gc>nernr mutnntes sobreproductoras de enzimns inducibles. 
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Introducción 

Importancia de la producción de las enzimas de origen fúngico en la 
industria 

6 

Las enzimas son los catalizadores de naturaleza proteica que llevan a cabo una gran parte 
de las reacciones necesarias para la vida, ellas son las que realizan los procesos catabólicos 
y de síntesis en todos los seres vivos. El aprovechamiQnto de estos biocatalizadores debido 
a su especificidad y eficiencia en variados.ámbitos de la industria es un hecho cotidiano. El 
uso de las en7.imas está presente en ámbitos que vnn desde la industria nlimcntmia lrnsta el 
campo de la investigación en forma de reactivos analíticos de gran sensibilidad, las 
perspectivas de su uso son visionarias, y abarcan ramas de la actividad humana tan diversa 
como la industria extractiva hasta los usos médicos de vanguardia como la aplicación 
nanotecnológica de dichas moléculas para la cura y tratamiento de diversas enfermedades. 
( Da vis. f <)<)7; 11 isaeda y Koso, 2000). 

! ,as enzimas se producen actualmente en diversos grados de pureza para un igunlmente 
variado campo de actividades, se producen en grandes cantidades con baja pureza para usos 
biotecnológicos diversos como en los procesos alimentarios . y bioremediación, pero 
también en cantidades pequeílas con alta pureza para usos diagnósticos y de investigación; 
por supuesto la relac ión con su precio es proporcional a la dificultad de su obtención y el 
grado de pureza requerida. 

l li stóricamente la fúentc de obtención de las enzimas ha sido el reino vegetal y animal de 
donde se han ex traído med iante procesos mecúnicos y extracción de solventes. a excepción 
de los usos del kuji, tolú y tempéh <le origen oriental en los cuales las enzimas utilizadas 
son de origen rúngico. 

A partir del desarrollo de la tecnología del cultivo sumergido (CSm) y las técnicas de 
manipulación de microorganismos para la producción de las enzimas, estos últimos han 
clcspla;,.ado las l'ucntes vegetales y ani males de una gran cantidad· de enzimas. el cultivo 
microbiano es el proceso más importante actualmente para la manufactura de estos 
biocatal izadores. Entre los microorganismos ocupados para estos procesos se encuentran, 
las bacterias, las algas y los hongos filamentosos, en algi.mos procesos se prefiere por 
diversas razones un tipo específico de microorganismo, así por ejemplo, actualmente la 
producción de proteasas (una familia muy importante de enzimas) se lleva a cabo utilizando 
principalmente una especie de bacteria, Bacillus subtilis, en tanto que la producción de la 
glucoamilasa (la enzima hidrolítica que nos ocupa) es producida casi en su totalidad en la 
industria por A.,pe1x ill11s niger. un hongo lilamcntoso (Lowc, 1992). 
La pro¡x;rción de enzimas que se obtienen de las distintas fuentes disponibles en la 
industria ha sido estimada. aunqu~ los datos de todos y cada uno de los procesos 
disponibles son c.liríciles de obtener debido a la competencia ex istente en el medio 
comercial, pero de acuerdo con esta estimación para 1992 el 25% de las enzimas se 
producen usando hongos filamentosos, contra un 40% producidos por bacterias, 25% por 
plantas y 10% son de origen animal (Lowc. 1992). 

Los procesos que se usan para la producción de enzimas con hongos !ilamentos han sido 
revisados por los gobiernos de los principales países productores con la finalidad de 



asegurar que · sean seguros para el consumo humano, clasificá1idolos como procesos 
"(icncralrncnte Considen1dos Como Seguros" o por sus siglas en inglés (GRAS), ejemplos 
de hongos usados para la producción de enzimas en procesos ORAS son los de los géneros 
Aspergi//us, Penicillium, Rhizopus, Fusarium, así como Trichoderma por citar los géneros 
mús importantes (Lowc, 1992). 

U medio de cultivo para la producción a gran escala t.k: las enzimas 11onnal111e11tc consiste 
ele substratos poco refinados como fécu la de maíz; por ejemplo; en la producción de la 
glucoa111ilc1sa es el substrnto industrial de mejores rendimientos. El régimen de cultivo 
usado para el cultivo de los hongos filamentosos es el cultivo en lote o lote alimentado, los 
procesos ele cultivo continuo no se rea lizan industrialmente debido a dos razones 
principnlmente: la primera es que los procesos de extracción son normalmente laboriosos y 
requieren un tratamiento en lote, y la segunda razón es la posibilidad de la reversión de las 
mutantes que son usadas en estos procesos, esto debido a que pierden rápidamente su 
capacidad de producción (l ,owc, 1992). 

En el caso de la glucoami lasa que es un enzima que hidroliza el almidón en sus monómeros 
es producida mediante el uso de los hongos como A. niger, A. oryzae, A. phoenicis y 
Rhizopus de/emar, aunque como se mencionó anteriormente la mayoría de los procesos son 
llevados a cabo con Aspergillus niger (Pedersen, y col., 2000). Los métodos de producción 
industrial para enzimas extracelulares como la glucoami lasa están basadas en el cultivo 
sumergido diseñado inicialmente para la producción de penicilina, este régimen de cultivo a 
escala industrial se lleva a cabo en grandes tanques ele hasta 50,000 L ele capacidad, los 
cuales son agitados por turbinas tipo Rushton y aireados . mediante aspcrsorcs desde el 
fondo del tanque. Para mantener la temperatura adecuada son usadas chaquetas externas al 
lanqtH.: por medio dt: las cuales es bombeada agua a una ternpcrnturn más elevada para 
alcanzar las condiciones deseadas. 

La producción de glucoamilasa ocupa un papel relevante en la industria de las 
l'ermcntaciones, es ampl iamente usada en la industria alimentaria para la producción de 
;1,.í1car y jarnhes l'ruclosados a partir de harinas, por esta causa es de gran interés encontrar 
cepas mutantes sobre- productoras, entre el las las resistentes a la desoxiglucosa que sean 
insensibles a la represión por carbono y sí además son capaces de sobreproducir diversos 
tipos de enzimas el interés es doble. Con el fin de entender la importancia y función de la 
GA explicaremos más adelante algunos de sus substratos y función catalítica. 

Programas de mejoramiento genético de cepas industriales 

El mejoramiento de las capacidades de un microorganismo para producir una enzima de 
interés es la parte esencial ele los programas de desarro llo en la industria de las enzimas. 
dado que el mejnramiento de la productividad ú de alguna otra característica del producto 
se ve rc llcjaclo directamente en los costos de producción y/o en su valor agregado. 
/\ctualmcnte la tarea de mejoramiento de cepas industriales se han agrupado en una 
discipl ina que· se ha dacio por llamar "Ingeniería metabólica" cuyas tareas principales 
consisten en: 

1 . -Mejorar procesos existentes o generar otros nuevos. 
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2. -ínscrtar nuevas rutas metabólicas en un microorganismo para la generación ele 
rnctabolitos distintos a los impuestos evolutivamente. 
J. -La producción heteróloga de dist-intos péptidos. 

Pm.i cumplir algunos de estos objetivos. la ingeniería rnctrihólica empica técnicas clásicas 
de mejoramiento genético como la mutagénesis aleatoria seguido de selección racional 0 

aleatoria; pero para los demás objetivos planteados es necesario la apl icación de técnicas 
de la biología molecular para . ·madi ficar las características las capacidades genéticas de 
origen. Este proceso de mutación dirigida requiere de un análisis sofisticado para identificar 
el tipo y lugar de la mutación adecuada, análisis tales como: 
1. Estudios fi siológicos detallados. 
2. Anúlisis de fluj o metabólico 
J . Anál isis de control metabólico, 
4. Análisis termodinámico de las rutas metabólicas. 
5. Modclamicnto cinético (Nielsen, 1998). 

Estos programas de mejoramiento son áreas de aplicación multidisciplinaria donde 
convergen distintas disciplinas por ejemplo, la estadística, la biología molecular, la 
genética, la microbiología y la ingeniería de las fermentaciones. 

El programa de mejoramiento de la producción de la penici lina durante los años treintas a 
cincuentas es un ejemplo de sus alcances y consecuencias, entre las técnicas empleadas se 
encuentran la rnutagénesis aleatoria y la selección, con la cual se consiguió no solo mejorar 
notablemente la producción del mctabolito secundario, sino también aportar grandes 
conocimientos a la bioquímica de la síntesis de antibiótico, así como a la genética 
mukl:ular de la reparación del DNA entre otros campos. 

Mediante el conocimiento de los mecanismos de expresión de la información genética así 
como el conocimiento de la regulación de las enzimas de interés es posible diseñar métodos 
automatizados de mutagénesis y también métodos de selección racional para elegir las 
cepas mutantes, permitiendo la selección de las clonas más convenientes para los procesos 
industriales. Cada ronda de esta técnica tradicional contrihllye al mejoramiento no solo de 
la productividad sino contribuye con las evidencias para poder entender los mecanismos 
envueltos para producir más y/o mejores enzimas y generar los estudios fisiológicos 
detallados que pueden ser aplicados racionalmente para obtener resultados dirigidos. 

Como se mencionó anteriormente los programas de mejoramiento de las cepas industriales 
pueden enfocarse en una de dos tareas, producir más o mejores enzimas ó modificar 
gen.éticamente al microorganismo para que produzca más o distintos productos. En el 
último rubro incluye también la búsqueda de enzimas con un perfil adecuado para una 
aplicaciún en parti cular. en este proceso se han aplicado los conocimientos de la evolución 
molecular dirigida para diseñar enzimas mediante el cambio racional de aminoácidos para 
conferirles características sobresalientes, como Km, Vmax, y termo- tolerancia pero aun 
incluye el diseño de nuevas funciones catalíticas o la hibridación. de funciones entre dos 
enzimas (Fang, y col., 1998; Shibuya, y col. , 1992). 
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1·: I <~lrn cnfoqth: de. los programas de mejoramiento tiene que ver con producir mayor 
cant tlhtd de u,w e11z11nn. en este rubro se buscan mutantes con altas capacidades secretoras. 
existen Ji lcrentes niveles en los cuales pueden incidir estos programas, se pue<len buscar 
que posean cartuchos de expresión con promotores fuertes como el de la glucoamilasa 
(glaA), estabilizadores del mensaje (mRNA) (Whiters, 1998), mejoramiento del péptido 
señal que ingresa la proteína sintetizada a la ruta secretora, ó la modificación del ambiente 
interno del retículo endoplásmico (RE) que incremente la cantidad y calidad ele la secreción 
Je la enzimas (Mackenzie, y col., 1993; Yerdoes, y col., 1993). 

Un importante apartado en el mejoramiento de la producción de las cepas industriales es el 
rcrerente a su insensibilidad a la represión por carbono (incluido en la sección de "análisis 
lisiológico" y "análisis del control metabólico" mencionados anteriormente) la cual es 
conocida en las bacterias como represión catabólica, este fenómeno natural consiste en la 
supresiún de l;1 síntesis de enzimas que degradan substratos complejos en presencia de 
substratos mús (¡'H.:iks de metabolizar, este mecanismo permite a la célula reservar sus 
recursos a las tareas más importantes en una condición ambiental dada. Por ejemplo, sí se 
cnc~1cntrn en t lll medio con distintas ruentes ele carbono comenzará por consumir los 
substratos más simples como la glucosa, fructosa u otras hexosas, para luego de ser 
consumidas seguir con los polímeros complejos como el almidón, la celulosa y las pectinas 
solo ror mencionar algunos. Este mecanismo natural funciona en detrimento de los 
propósitos industriales ya que en dichos procesos se requieren cepas que a pesar de 
encontrarse en medios con glucosa sigan secretando las enzimas que degradan los 
suhstrntos complejos en presencia del inductor apropiado, ya que poseen un nrnyor valor 
agregado. 

l~n el presente trabajo trataremos con un tipo ele mutantes que poséen diferentes grados <le 
insensibilidad a la represión por carbono, las que son resistentes a la desoxiglucosa, un 
análogo a la glucosa (2-DG), este análogo resulta ser tóxico a la célula, dado que un 
derivado metabólico ele este, la 6-P-DG no puede ser metabolizado y agota sus reservas de 
/\TP. entre otros efectos, provocándole la muerte. Algunas que son resistentes a este 
anúlogo se han encontrado resistentes a la represión por carbono, y sobre- productoras de 
enzimas hidrolíticas como las pectinasas (Minjares, y col., 1997) 

Enzimas hidrolíticas de la familia de la glucoamilasa (GA) 

El almidón es el substrato más importante de la GA, este consiste en una mezcla de 
polímeros de glucopiranosa unidos predominantemente por enlaces a-1,4-glucosiclicos. 
Entre ellos cstú la ami losa que es una molécula lineal de mús . de 1,000 unidades con 
algunas rami íicaciones unidas por enlaces a -1,6, otro polímero es la amilopectina que tiene 
una estructura altamente ramificada de cadenas cortas con 20 o más unidades, las cuales 
están unidas por enlaces a- 1,6. dichas moléculas forman hélices ahuecadas que pueden 
rnredarsc unas a las otras para formar cstrw.:lurns compactas. la rnnilosa 'y la amilopectina 
se agrupan para formar gránulos que son verdaderos depósitos de almacenamiento que 
dejan pocos extremos no reductores al alcance del ataque enzimático de la GA. Otra 
configuración del almidón es posible cuando las ramificaciones están unidas por enlaces 
a - 1,J llamadas laminarias (Warreng, 1996). 
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Car:ictcriznción de 1:i producción de GA en dos mut:intes de A. niger cu cultivo sumergido. ¡ O 

En 1835 Paycn y Persoz ais-laron del extracto de malta una substancia que tenía la 
propiedad de hidrolizar el almidón en glucosa y In llamaron diastasa, este suceso fue 
histórico dado que fue el primer catalizador org,ínico en ser aislado de un sistema vivo y 
que retenía su actividad en un filtrado libre de células (Asimov, 1994), posteriormente, con 
los avances técnicos para la separación de proteínas se encontró que un grupo de distintas 
enzimas llamadas en su conjunto "amilasas" eran las responsables de dicho proceso. El 
conjunto de enzimas que colaboran en la degradación de un polisacárido se conoce corno 
un sistema de hidrólisis, así las amilasas son distintas enzimas pertenecientes al sistema de 
hidrólisis del almidón, cada una posee diferentes mecanismos de acción, aunque son 
inducidas por un mismo substrato (Warreng, 1996; Kanemori, y col., 1993). 

Dilucidar las enzimas de un sistema de hi<lrólisis es complejo ya que no e~ posible 
estudiarlas individualmente en el contexto homúlogo por la obvia interl'crencia de las otras 
enzimas de did10 sistema. Actualmente con las técnicas de la biología molecular se han 
podido analizar por separado cada una de· estás enzimas. Cuando se clonan cada una de las 
proteínas en un organismo que no posee amilasas se pueden analizar sin interferencias de 
otras amilasas, con esta técnica se han descubierto sus patrones de inducción, se han 
caracterizado sus propiedades cinéticas, sus mecanismos de acción, sus secuencias de 
aminoácidos y sus estructuras tridimensionales, con estos criterios se han clasificado y 
agrupado en varias familias de hidrolasas cómo las amilasas (Warreng, 1996). 

El primer orden de clasificación es el referente a su función, en este sentido las ami lasas 
pertenecen n un grupo mús amplio de en7.imas conocidas como glucohidrolasas dehido a su 
capacidad de hidrolizar polímeros de In glucosa u otros azúcares, al mismo grupo de 
enzimas pertenecen las celulasas, xilanasas, mananasas, y tjuitinasas por mencionar las más 
importantes. El sistema enzimático de las amilasas lo integran diversas enzimas tales como 
las glucoainilasas (EC 3.2.1.3) las taka-amilasas (EC 3.2.1.1), las a-glucosidasas (EC 
3.2.1.20), las pululanasas (EC 3.2.1.41), las ~-amilasas y las isoamilasas(EC 3.2.1.68), 
dichas enzimas se encuentran distribuidas en la naturaleza en forma abundante en semillas, 
plantas, bacterias, hongos y algunos animales (Bowells, 1996). Para la mayoría de los 
organismos con capacidad amilolítica no les ha sido necesario poseer todas y cada una de 
las enzimas integrantes del sistema de hidrólisis del almidón, con la presencia de dos ó tres 
de algunas de ellas son suficiente para degradar el polímero hasta glucosa, lo cual habla de 
la eliciencia de las enzimas y de la redundancia de sus funciones en el sistema referido 
(Warreng, 1996). 

U segundo orden de clasi licación puede ser explicado con rel'crencia a la hidrólisis del 
al;ni<lón hasta glucosa que se lleva a cabo con la intervención de distintas enzimas, las 
cuales intervienen coordinadamente en las distintas etapas .que pueden ser ejemplificadas 
con el proceso industrial de producción de jarabes fructosados, en dicho proceso se busca 
transformar una alta suspensión de solutos no disueltos de almidón granular a una solución 
homogénea de maltodextrinas de peso molecular bajo, dicho objetivo no se aleja de lo que 
la mayoría de los microorganismos hacen y sirven para ejemplificar las funciones de la 
familia de enzimas referida. 
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l\1ra oh1L'11cr jmt1hcs rrucl()sados a parti1: de almidón se us;1n en;,.imas tk:I tipo malto-enclo­

glucohidrolasas_ como la a-amilasa que rompen en fragmentos de tamaño variable a las 
l~rgas c,H.knas del almidón con una consecuente disminución de la viscosidad del medio, 
dicho proceso se conoce en ing.lés como " melting" . El siguiente paso del proceso conocido 
como "sacarificación'' busca reducir el tamaño de las maltodextrinas hasta convertirlas en 

su mayorín a glucosa. este paso lo puede realizar distintas enzimas como las a-glucosidasas 
ú las glucoami lasas (Crabb y Mitchinson, 1997). 

Las glucot1milí1sas y a-glucosic.lasas perte11eccn a otro gran grupo de glucohidrolasas, las 
malto-cxo-glucohidrolasas, estas enzimas hidrolizan los enlaces glucosíclicos de los 
1.:xtrcrnos 110 reductores liberando glucosa o maltosa. Con el proceso de "melting'' la 
proccsivid.id y eficiencia de las enzimas exo-glucohidrolasas aumenta considerablemente 
pero al linal In velocidad de hidrólisis se ve l imitac.la por la acumulación de monómeros con 

enlaces ramificantes (cx.- 1.6) que son más difíciles de hidrolizar para las enzimas 
anteriormente mencionadas, es cuando son usadas enzimas como las pululanasas y las 
isomaltosas que rompen con mayor eficiencia dichos .enlaces, estas enzimas pertenecen al 
mismo grupo de las exo-cnzimas. l ,a glucosa liberada de un cultivo de microorganismos 
ordinario es consumida rúpidarnente au11qu1.: 1.:11 el proc<.:so de produt:ción de jarnbes una 
última enzima. la invertasa que no pertenece al sistema de hidrólisis del almidón transforma 
hasta el equilibrio una solución de glucosa a una mezcla de glucosa y fructuosa (Crabb y 
Mitchinson. 1997). 

Otro criterio tk clasilicaciún de las enzimas de est<.: sistema dc hidrúlisis tiene origen en la 
naturaleza anomérica de sus productos, sobre la base de este t:i·i terio las enzimas se dividen 
en invcrtidoras ú <:onscrvadoras. l~I carbono uno del residuo glucosídico qut: posee 
quiralidad y forma parte del en lace hcmi<:etal al hidrolizarse put:de gent:rar dos proc.luctos 
anoméricos. uno es aquel en el que se invierte la configuración y otro es aquel en el que 

esta se conserva, así por ejemplo, la glucoamilasa invierte el enlace de un residuo a ­

glucosídico a un producto con una conformación beta, la ~-glucosa, mientras que la a­

glucosidasa que es una en7.ima conservadora produce a-glucosa (Chiba, 1997). 

No menos importante es el conocimiento que la biología molecular y la cristalografia 
aportan a los criterios de clasificación en lo referente a la secuencia de ami_noácidos y de las 
estructuras tri di mcnsionales de las enzimas. En hongos íi lamentosos por ejemplo, las 
glucoami lasas han sido ampliamente estudiadas y se ha descrito la estructura y función de 
su sitio catalítico el cual posee tres residuos ácidos de gran importancia (Sierks, y col., 
1990). 

Las secuencias de los residuos aminoúcidos en la región conservac.la han resultado ser un 
criterio adecuado para su clasificación. La comparación de las secuencias han mostrando 
que de entre mús de 50 glucoami lasas registradas no existen di rcrencias suficientes para 
dividirlas en más de una fami lia, lo que hace concluir a los investigadores que poseen un 
origen común (Chiba, 1997; I·lenrissal. y col.. 1991 ). no es el mismo caso de las a­
glucosiclasas cuyas secuencias conservadas así como sus estructuras tridimcnsipnales hacen 
distinción a por lo me tres distintas familias (Chiba, 1997). 
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Dicho lo cual podemos dar una definición funcional de la enzima como sigue: La 
glucoamilasa ó amiloglucosidasa es una exo-glucohidrolasa invertidora que cataliza la 
hidrólisis de los residuos 1,4-a-D-glucosa de los extremos no reductores del almidón y de 
otros oligo y polisacáridos con la consecuente liberación de j3-D- glucosa, a diferencia de la 
a-glucosidasa que libera cx.-D- glucosa (Chiba, 1997). Las distintas formas de esta enzima 
pueden hidrolizar con moderada rapidez las uniones 1,6-cx.-D-glucosídicas que son las 
responsables de las ramificaciones de la amilopectina, siempre y cuando la unión anterior 
en la secuencia sea a-1, 4; incluso algunas preparaciones de esta enzima hidro liza las 
uniones 1,3-alfa-D-glucosidicas de otros polisacáridos como el glucógeno. 

En cuanto a su estructura la GA posee tres dominios: El dominio catalítico que degrada los 
oligosacáridos de los extremos no reductores liberando glucosa. El dominio de unión al 
almidón que como su nombre lo indica es el sitio por medio del cual se une al almidón o a 
la pared celular del hongo y el dominio de ligamento que se extiende como un bastón para 
conectar los otros dos dominios (Figura 1,Cothino, 1997) Otras amilasas han mostrado 
tener estructuras similares, tales como la ~-amilasas, las cx.-amilasas, las cuales poseen 
dominios de unión al substrato independientes al sito catalítico y han mostrado homologías 
de hasta 150 residuos, se encontraron por ejemplo, distintos triptofanos conservados en esta 
región que están involucrados en la unión al almidón, se cree que el sitio de unión al 
substrato posee funciones menos pasivas que simplemente unirse al almidón como es el 
incremento de la procesividad de la enzima. En cuanto al dominio de ligamiento se ha 
encontrado la presencia de una zona rica de treoninas y serinas, la mayoría de ellas 
glucosiladas, esta glicosilación no muestra influencia en la actividad del sitio catalítico, 
toda vez que sus especies desglicosiladas retienen íntegramente su actividad enzimática, 
pero se cree que dicho dominio poseen funciones de protección contra la proteólisis 
(Warren, 1996). 

Dominio catallico 
SOA 

Glucoamilasa de Asperqillus mqer 

Dominio de Sgamiento 
100 A Dominio de unión al 

sustrato 30 $.. 

Figura 1: La estructura molecular de la glucoamilasa, 
tomada del la pagina de internet de Coutinho y col. ( citada 
arriba 

Existen distintos tipos de GA' s del género Aspergillus producidas en cultivo sumergido. 
Las distintas isoenzimas poseen un peso molecular de entre 20,000 a 100,000 daltones, dos 
de sus formas (G 1 y G2) son derivadas a partir del mismo gene a través de splicing 
alternativo, entre estas dos proteínas existe una estrecha relación enzimática e inmunológica 
y poseen secuencias Amino-terminales idénticas, pero difieren en sus regiones Carboxilo­
terminal. Un intrón (intrón E) es editado a partir de un extenso RNAm para generar una GA 
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de menor tmn"año que dará lugar a la especie 02 de la isoenzima. Nunberg ( ¡ 984) 
determinó la identidad de la proteína 02 mediante secuenciación y la comparo con \a 
secuencia de la especie O I de Aspergillus níger, lo que observó fue que el RNAm de 02 no 
posee una secuencia ele 169 bp de la isoenzima O 1 (véase también: Hata, y col., 1991 ). 

Se ha encontrado altcrnamente que en cultivo sobre soporte sólido se genera un tercer tipo 
de GA la cual carece del dominio de unión al substrato y que es codi ficaclo por el ·gen glaA 
encontrado en A.,paxillus 01yzae (1-lala, y col. , 1998; Ramadas. y col.. 1996; Selvakumar, y 
col.. 1996). 

l ,as glucrn1111ilasas posee un pi I óptimo e.le actividad entre 4.5 a 5.0 y son menos 
lcrmoeslablcs que las a.- amilasas, su desnaturalización ocurre a 70ºC, aunque a 60ºC son 
pcrteclamcnte estables, a esta temperatura se opera industrialmente en la etapa de 
sacarificación (Golo, y col.. 1998). • 

En cuanto a la afinidad de las GA 's por sus substratos varia mucho dependiendo el tamaño 
de la cadena del mallo- oligosacárido, esto se ve reflejado en la afinidad molecular (Ko), 
como se puede ver en la labia 1, mientras que para la a.-glucosidasa de A. niger Ko no varia 
mucho c11 un amplio rango e.le la serie el caso de la glucoaniilasa de Paec:ilumyces variuti es 
diferente, Ko aumenta considerablemente con cada residuo, este fenómeno se observa de 
manera invertida con los valores de la eficiencia catalítica (Kol Km), para el caso de la 
glucoamilasa conforme aumenta el número de residuos de la serie aumenta 
considerablemente .el valor del parámetro, hasta la abrumadora diferencia al tratarse del 
almidón soluble. La a.-glucosidasa es incapaz de atacar el almidón glomerular, esto indica 
que mientras la primera es una enzima especializada en monómeros la glucoamilasa es 
principalmente una enzima para polímeros ele alto peso molecular. Por otro lado esto 
explica por qué la maltosa es lentamente hidrolizada por la glucoamilasa. 

Substrato a-glucosidasa de A. niger Olucoamilasa de P. varíoti 
Km Ko Ko/ Km Km Ko Ko/ Km 
(mM) (s-') (mM-1 s·1) (mM) (s-1 ) (mM-1 s-1) 

Maltosa 0.75 144 192 1.2 7.2 6 
Maltotriosa 0.69 18 1 262 0.26 27.2 105 
Maltotetrosa l.] 193 175 0.14 43.4 310 
Maltopcntosa 1.9 147 77.4 0.13 41.1 316 
Maltohcxosa 3.2 170 53 .1 0.1 2 41.6 347 
Maltoheptosa 4.9 146 29.8 0. 11 46.6 424 
Maltodextrina 11.0 127 1 1.5 0.03 36.5 1.220 
lsomaltosa 8.0 50.5 6.3 1 59 0.5 0.01 
/\ lmidún soluble 4.3 163 • 37.9 1.1 X10-:l 49. 1 44,600 
Tabla l. Parámetros cinéticos de una glucoamilasa y una a-glucosidasa (Chiba, 1997). 
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Producción de la GA 
Las opciones comerciales para obtener la glucoamilasa están inclinadas a las fuentes de 
origen fúngico. ya sea de levaduras o de hongos filamentosos, por un lado se considera a 
Saccharo111yces cerevisiae o a un levadura relacionada, Saccharomyces diaslalicus como 
las que centran el mayor interés de investigadores e industriales. y por el otro lado está 
.1ts¡Jergi/l11s niger un hongo filamentoso que es conocido por su alta capacidad de secretar 
rnzirnas al medio de cultivo, !1spergil/11s niger es de hecho el microorganismo mús 
ulili ,.mlo indust rial,m:ntc para la producción de glucoa111ilasa y la glucoamilas:i a su vez es 
el segundo producto enzi rnútico más producido globalmente solo detrús de las proteasas de 
la bm:teri,1s lkl género Bacil/us (Mctwally. 1998). 

La producción de la GA está asociada a la tasa de crecimiento específico en la fase. de 
crecimiento exponencial (Metwally," 1998), aunque los niveles más altos se alcanzan al 
entrar y durante la fase estacionaria. Se ha demostrado un aumento de producción en 
condiciones li111itantes de oxigeno (/\únstrup, 1977), aunque estas con<liciones no son 
rccomen<lablcs en la fase de crecimiento exponencial. si la producción es alta como es el 
caso de las cepas industriales, los rendimientos alcanzan del I O al 15 g/L de biomasa y 5 a 
1 O g/L ele glucoamilasas (/\unstrup, 1977). 

La hahilidt1d de la G/\ de 1l.,·¡u:rgil/11s 11iga para catalizar la hidrólisis de los enlaces 1,4-a.­
d-glucosid icos es usa<la satisl~tctoriamcntc en el proceso industrial para producir glucosa a 
partir del al midón. así como la producción de productos intermediarios como los jarabes 
fructosados (bles). Más de la mitad ele las golosinas de importación de EU y virtualmente la 
mayoría de las bebidas edulcoradas de aquel país son hechas con jarabes fructosados en 
lugar de glucosa. dado que los jarabes fructosados son más dulces y más baratos. La 
glucoa111ilasa es usada tamhién como reactivo en determinaciones de almidón total en 
productos alimenticios, para este uso es requerido que sea purificada mediante 
electroforesis y estabilizada en glicerol al 50%, su actividad es ajustada usando p-nitrofenil 
B-maltosido. Para fines analíticos es necesario que la GA no este contaminada con a­
amilasas (<0.0001 %.) y celulasas ( < 0.005%) que inierfieren la medición del almidón ya 
que generan glucosa no derivada del alm_idón. su precio estimado por unidad de actividad 
es de 2~ lJS en forma de liolilizado (Datos del proveedor: Novo-NordisK, 1997 ). 

Inducción y represión de enzimas en Aspergillus 
Muchos microorganismos al igual que los-del género !lsperKillus ajustan su metabolismo 
del carbono a las condiciones en que se encuentran, bajo este principio en presencia de una 
mezcla de fuentes de carbono los microorganismos asimilan preferentemente aquellos 
substratos fácilmente metabolizables sobre aquellas fuentes más complejas. Uno de los 
mecanismos utilizados para este fin es la represión de la síntesis de enzimas relacionadas 
con el mdabol ismo de substratos que requieren mayor energía para ser consumidos, este 
lcnómcno es conocido como represión por carbono, en otros organismos este proceso se 
conoce como represión catabúlica pero como en ilspergil/us no existen evidencias 
contundentes que un catabolito actúe directamente sobre algún represor o algún promotor 
sc ha convenido utilizar el termino de represiún por carbono. 
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Los beneficios del sistema de represión son en primer lugar el ahorro energético al utilizar 
el substrato que requiere menos energía en metabolizarse, y en segundo lugar el ahorro que 
supone no sintetizar enzimas para consumir otro substrato. 

Existe una variedad de substratos que pueden causar represión por carbono sin embargo, la 
gl ucosa es la que resulta ser más represiva es por eso que inicialmente este fenómeno se 
conocía como efecto glucosa, pero la repres ión por glucosa es un ejemplo específico de un 
lcnómeno más general, la represión por carbono. 

En Aspergillus nixer y Aspergillus nidulans se conoce desde hace tiempo que un represor 
con carácter general que no solo actúa controlando la represión por carbono sino otros 
fenómenos de carácter general. el represor CREA. (Scazzocchio, y col., 1995; Ruijter y 
Yisser, 1997) • 

l .a primera evidencia que l'.Xiste para identilicnr el fenómeno de represión por cnrbono es b 
observación de que una enzima baja· su actividad al añadir un segundo substrato al medio, 
pero existen pocos ejemplos en los cuales se halla demostrado la represión directa sobre el 
promotor de un gen relcvnnte como soti los sistcmns enzimáticos para el metabolismo del 
alcohol y la prolina. La mayoría de las veces solamente se han establecido evidencias 
indirectas como es la falta de formación del inductor. 

Existen tres tipos de genes sobre los cuales el represor CREA actúa, el primero de el los son 
los genes que codifican para las enzimas de metabolismo concomitante. como lo son todas 
las glucohidrolasas, las cuales son reprimidas por glucosa. otro tipo ele genes son los del 
sistema enzimático de la ruta del glioxi lato y la ruta gluconeogénica aunque no han sido 
estudiadas prorunclamente en Aspe,xillus, y por último, los genes de las rutas enzimáticas 
del metabo lismo secundario, como es el caso de la producción de penicilina de Aspergillus 
nic/11/ans a pi·! úcido, en esta condición la producción está reprimida por sacarosa ó glucosa. 

El sistema de represión por CREA fue descubierto mientras se buscaba mutaciones 
supresoras a las mutaciones arel\ nulas en los sistemas del consumo de la prolina y la 
acetamida. La proteína /\REA es un activador que regula el metabolismo del nitr_ógeno, su 
función en identificar el nivel de amonio o glutamina en la célula y activar el consumo de 
fuentes alternas de nitrógeno en ausencia de amoriio. El consumo de la prol ina y la 
acetamicla no solo está sujeto al control de ARE/\, sino también de CREA así que es fácil 
descubrir por qué es que en mutantes nulas de AREA de estos dos sistemas se descubrió el 
represor CREA, ya que la prolina y la acetamida son consumidas solo sí no existen 
condiciones de represión de carbono o nitrógeno. 

Otro método de aislam iento de mutante:-; ere/\ ruc descubierto utilizando una mutan te 
pclhA, la cual no posee una pirnvato deshidrogenasa funcional, dicha mutante es incapaz de 
transíormar el piruvato a acetil-Cot\. estos cepas no pueden ser alimentados por 
metabolitos tkl TCA (ciclo de los ácidos tricarboxílicos), pero son capaces de crecer en 
alcohol etílico ó acetato pero no en presencia de glucosa, <? iertas seudo- revertantes pueden 
crecer en estos substratos aun en concentraciones altas de glucosa, estas son del tipo creA 
parcialmente abolidas. Estos dos tipos (areA y gdhA) han servido para clasificar las 
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clisti1:tas fuentes de carbono por su grado de represión. mediante una senci lla prueba que 
consiste en hacerlas crecer con el substrato a clasificar y alcohol en el sistema de hidrólisis 
gdh/\ ;. o. de otro modo, en prolina ó acetato en el sistema de regulación areA. La 
clasificación de las distintas fuentes de carbono se divide en tres: el grupo de substratos 
fuertemente represores como la glucosa, la xi losa, la sacarosa y el acetato; el segundo grupo 
con represión intermedia con substratos como la maltosa, la manosa, el manito! y la 
g,ilHclos:i. y por último. las ruentl.!s ~10hil111rntc represoras ó 110 represoras como la 
fructuosa. la mclobiosa. la lactosa, la arabinosa o el etanol. (Ruijtcr y Yisser, 1997) 

Otro factor importante en la represión por carbono es el de la concentración del represor, 
con el mismo método de clasificación se pudo observar que la glucosa a niveles menores o 
iguales a 0.5 g/L ya no produce efectos inhibitorios. 

Una característica derivada de las cepas mutantes creA es su sensibilidad a alcohol alílico 
en presencia de concentraciones represoras de glucosa, las cepas silvestres no transforman 
el alcohol alí_lico en acroleina un poderoso tóxico para célula ya que la alcohol 
deshidrogenasa responsable de la reacción es reprimida por la glucosa. mientras que las 
pri111cr;1s cepas ni cstnr parcinlmcntc desrcprimid;:is si hacen la conversión tóxica 
oeasionando su inhibición, de esta manera se puede distinguir si una mutación responsable 
de dcsrepresión está localizada en el gen creA. (Scazzocchio, y col., 1995; Ruijter y Visser, 
1997) 

Aunque los transportadores de m~ltosa en Aspergillus han permanecidos poco estudiados, 
en las levaduras existe un estudio importante que apuntan a tener una participación 
importante en la inducción de las ami lasas (Medintz y col., 1996). . 

El paso de la maltosa al interior de la célula es el primero de una serie de eventos que 
desencadenan la inducción de las amilasas que luego se encargarán de degradar el substrato 
de alto peso molecular encontrado en el medio, entender el mecanismo de transporte de la 
malto:m a travó; <le la membrana es un paso importante en el entendimiento de su papel en 
los fenómenos de inducción y represión de las enzimas del sistema de hidrólisis del 
almidón, así lo indican los estudios actualmente realizados en levaduras, microorganismos 
relacionados con el género Aspergillus (Harma y col. , 1998). 

Cierto que la regulación por carbono entre las levaduras y los hongos tienen importantes 
diferencias que deben ser consideradas, quizá la más importante de estas sea la referente al 
papel de la hexoquinasa II la cual juega un papel decisivo en las levaduras para 
desencadenar el proceso de represión por carbono, dicha función no parece intervenir en el 
género Asperiillus {Scazzocchio, y col., 1995; Ruijter y Yisser, 1997). 

En las levaduras se ha encontrado que el paso de la maltosa al interior de la célula, su 
trm1sformació11 a glucosa, y el paso de esta última a la vía de la glucólisis no está regulada 
so lamcnt<.; por la abundancia de las enzimas involucradas sino por un control mús sutil en el 
que está involucrado una hexoquinasa. Este supuesto control regula el flujo y consumo de 
la maltosa, lo anterior está soportado en la evidencia mostrada por la mutante Hex2 de S. 
cerevisiae. La mutante Hex2 es intolerante a la maltosa, lo que significa que es incapaz de 
crecer con el disacárido como única fuente de carbono, se ha observado que esta mutante 
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a~u111ula grand~s ca~11id~~lcs de gl ucosa en el interior al grado de cxcretarla. En una cepa 
silvestre esta 111tox1cac1on no podría suceder dado que en presencia de glucosa O de 
dcsoxiglucosa rápidamente se degrada el transportador de maltosa, además de que el 
r enómeno de represión desencadenaría. la represión de las enzimas encargadas de su 
hidrólisis (Etian y Loureiro-Dias, 1990). En Asperiillus un proceso similar podría llevarse a 
cabo. en donde la presencia ele determinados niveles ele glucosa podrían ser capaces de 
reprimir en primera instancia el transporte de la maltosa, cerrando el paso a la inducción de 
las ami lasas. • 

La necesidad de mejorar la producción de las enzimas inducibles principalmente en el ramo 
industrial ha dirigido una gran cantidad de recursos de investigación al mejoramiento de 
cepas para la producción a escala de enzimas con aplicaciones comerciales, entre ellas están 
las glucohiclrol ;_1sas. 

El principal candado en la producción de hidrolasas es el de la represión por carbono, dicho 
mecanismo limita los niveles de producción de las enzimas especialmente en los que el 
producto de la acción de dichas enzimas es un azúcar represor como la glucosa, en tal caso 
la producción ele dicha enzima está limitada por la abundancia parcial de glucosa en el 
medio. Dado que por razones de economía de recursos los microorganismos "preterirán" 
consumir la glucosa antes que los substratos mús complejos. Este mecanismo natural que 
los microorganismos poseen ha sido modi.licado en la mayoría de las cepas industriales, las 
mutantes n.:sislcntcs a la represión por carbono producen niveles m~s altos de enzimas que 
sus cepas progenitoras ya que no son inhibidas por el producto de la acción de las enzimas 
producidas. 

Las clases de mutantes resistentes a la represión por carbono están divididas principalmente 
en dos grupos, aquellas que tienen algún ti_po de mutación en el gen creA y aquellas que 
son independientes de este mecanismo general de represión. En cuanto al efecto de las 
mutaciones en la represión por carbono también se pueden dividir en dos grupos: el de las 
mutantes generales y las particulares, las primeras tienen sus mecanismos de represión 
afectados para un grupo muy ampl io de enzimas inducibles, y las particulares solo poseen 
un sistema enzimático desrcprimido (Ruijter y Visser, 1997). 

Olra característica ele las cepas mutantes tipo creA es que poseen afectaciones 
plciotrúpicas, tales como exiguo crecimiento colonial, csporulación reducida, y bajo 
rendimiento celular en cultivo sumergido, estas propiedades reflejan la variedad de 
procesos que están a cargo del represor CREA, a tal punto que no es posible aislar una 
mutante nula de este sistema, así las mutantes creA, son el tipo más importante de mutantes 
generales. (Ruijter y Visser, 1997). 

Inducción y represión de las GA ·s y de otras ami/asas 
l .a expresión de las amilasas está regulada principalmente por inducción y represión. La 
inducción de estas enzimas no puede ser debida directamente al· almidón dado que su 
enorme tamaño le impide el acceso al interior de la célula, ahora se sahc que enzimas 
producidas constitutivamente generan del almidón pequeños monómeros <le bajo peso 
molecular que desencadenan el proceso de inducción tales como oligo- maltodextrinas ó la 
maltosa, excepto la glucosa. 
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Los genes y promotores de tres amilasas: la glucoamilasa (glaA,), la taka- ami lasa (amyB) y 

la a-glucos idasa (agdA) han sido clonados y estudiados en 1/.\pergi//11.1· orvzoe con el fin de 
conocer las regiones responsables de su inducción. Los hallazgos encont;·ados indican que 
existen tres regiones conservadas que son responsables de la inducción por la maltosa 
(Kanemori . y col. , 1999; Minetoki, y col., 1995). 

Corno nwm.:ionamos arri ba en condiciones nornrnlcs el almidón es pan..:ialmente degradado 
por pequeñas cantidades de enzima que se producen de manera constitutiva, la maltosa o 
nrnlto- oligosadridos producidos siendo de bajo peso molecular entran a la célula 
presumiblemente mediante un transpoi'tador específico y mediante un mecanismo de 
transducción aun no diluc idado (tal vez a través de la unión directa del azúcar con el DNA), 
se desencadena el proceso de . inducción. El proceso de transformación del almidón a 
glucosa en si es rápido, el paso Iimitante del proceso es la disolución del almidón granular y 
el número de extremos no reductores libres en el polímero, una vez disuelto los gránulos la 
procesividad de las enzimas y su eficiencia catalítica hacen posibles altos niveles de 
glucosa parcial tanto en el interior de la célula como en su exterior. Los niveles de glucosa 
parciales es quizá el obstáculo más importante para la producción a escala de la GA, así 
como las dcmús ami lasas. ya que reprimen -rúpid;imcnlc !a inducción de la cn1.inw (Goto, y 
col.. 1998). 

La represión de estas enzimas induciblcs está controlada mediante represión por carbono y 
principalmente por un ti po perteneciente a ésta, la represión por glucosa, se ha probado que 
concentraciones del 5.0 g/L de glucosa son suficientes para reprimir la producción de las 
amilasas en cepas silvestres (Ruijter y Visser, 1997). Industrialmente se ha . buscado 
trabajar con cepas menos sensibles a la represión catabólica, lo que da importancia a este 
trabajo como se discute más adelante • 

La inducción de algunas de estas enzimas como la glucoamilasa './ la taka- amilasa se ha 
logrado exitosamente con análogos de la maltosa como el p-nitrofenil-B-maltosido, pero 
qu izú el mús importante de ellos sea a -metil-D-glicosido ya que es el único análogo de la 
maltosa que ha siclo usado con éxi to c~1mo única fuente de carbono en ilspergil/11s 
.fúmigat11s, el análogo tiene la ventaja sobre el inductor natural en que no genera 
acumulación temporal de glucosa lo cual reduce el nivel de represión de la enzima (Goto, y 
col. , 1998). 

Las mutantes resistentes a la desoxig/ucosa (dgrJ 
En los hongos tal como en la levadura uno de los controles más importantes a nivel 
genético para la expresión de genes envueltos con la degradación de carbohidratos es la 
regulación por glucosa, este mecanismo de control incluye no solo la regulación de la 
trnnscripción sino también la regulación pos-transcripcional. (Han y col. 1995) a di'cho 
mccanisnw se le conoce de manera particular como represión por glucosa y de manera 
general como represión por carbono, tal renómeno controla el uso adecuado de los recursos 
de fa célula, evi tando la síntesis ele enzimas para el consumo substratos complejos cuando 
se encuentran substratos fáci les de consumir mediante las enzimas que se producen de 
manera constitutiva. 
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Este mecanismo de seguridad presente en todos los hongos es una desventaja desde el 
punto de vista industrial, dacio que limita la producción de una gran cantidad de enzimas 
glucohidrolític.1s debido primeramente a que el resultado de la hidrólisis de los 
carbohidratos es la glucosa, esta glucosa nípidamentc reprime la síntesis de dichas enzimas, 
pero también debido a que la glucosa es usada generalmente para la producción inicial de 
111icroorga11is111os rn la pri111n etapa de la producciú11 tk las rn1.i111.1s. 

lJna solución a este problema es la obtención de cepas resistentes a un análogo de la 
glucosa (la desoxiglucosa) que tienen característ icas de va lor industrial como una alta 
capacidad ele sobre- producir enzimas glucohidrolíticas. 

La 2-desoxiglucosa es un anúlogo a la glucosa que al ser fosforilac.lo en el interior de la 
célula se convierte a la 6-fosfo-2-desoxiglucosa la cual no puede ser metabolizada 
acumulándose en el interior ele la célula. Esta acumulación desencadena un agotamiento del 
ATP intracelular. y por consiguiente un agotamiento energético que produce a la postre la 
muerte celular (Moore 1981 ). 

La 2-0G es transportado al interior de la célula por lqs mismos transportadores que usa la 
glucosa. y junto con otros compuestos 1~ 2-DO conforma un grupo muy importante de 
análogos con diversos efectos a la célula. Otros análogos de importancia son la fructosa y la 
sorbosa (Moore 1981 ). • 

Por otro lado la 2-DG ha sido estudiada también por su capacidad de modular la actividad 
del sistema de reparación del DNA en levaduras. Bala y colaboradores ( 1997) encontraron 
que la 2- DG reduce la velocidad del sistema de reparación del DNA "libre de errores", 
sistema característico de la regulación del ciclo celular. Esto se demostró cuando con una 
energía ionizante dada de UV el porcentaje de mutantes aumentaba al añadir al medio 
concentraciones sub- letales de 2- DO. El sistema de reparación de lesiones letales y sub­
letales producidas en cultivos de Saccharomyces cerevicea~ con UV son eliminadas ya sea 
mediante el sistema de reparación "libre de errores" o se arreglaban mediante un segundo 
sistema que utiliza la recombinogénesis, dicho sistema de reparación es denominado 
sistema de reparación "propenso a cometer errores", último sistema que fue también 
inhibido en su totalidad con la adición de la 2- DO (Bala y col. 1997). 

En los años 80' ya los investigadores conocían la utilidad de la 2- DO para generar 
mutantes con características de interés industrial , esto debido que algunas resistentes a la 2-
00 lo eran también para la represión por carbono, lo cual significa un aumento en la 
producti vidad de la producción de enzimas inducihlcs y metabolitos primarios en 
condiciones restrictivas para cepas sensibles tales como la adición a la glucosa (Kirimura y 
col.. 1992). 

Al estudiar las múltiples cepas mutantes de hongos dgr (desoxiglucosa resistentes) se llegó 
rápidamente· a la conclusión de que no todas eran iguales aunque existían características 
comunes. Estos llevó a concluir que los mecanismos para la resistencia al análogo tóxico 
son diversos, y por lo tanto la posición de las mutaciones son también varios. 
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Los mecanis,,,-os que una cepa mutante utiliza para resistir los efectos pe1judiciales del al 2-
DG son variados y son una fuente de investigación continua en el campo de la inducción y 
represión, actualmente muy activa. 

l~nlre los mecanismos de resistencia estudiados están los siguientes: 

• llna de las explicaciones posibles de la alta capacidad de acumular metabolitos 
primarios, así como las notables capacidades secretoras que poseen las cepas dgr es que 
sus sistemas de transporte de glucosa estén de alguna manera afectados, esto junto con 
altas capacidades catabólicas para utilizar la glucosa explicarían la insensibilidad a los 
efectos tóxicos de la 2- DG. Esto fue evidenciado mediante el análisis de los sistemas 
de transporte de la glucosa en Aspergillus niger, Torres y col. ( 1996) Demostraron que 
existen al menos dos sistemas diferentes para dicho transporte, uno de alta afinidad 
activado él concentraciones de 1 % • p/v y otro de b~ja afinidad activado a 
concentraciones de 15% p/v, ambos sistemas resultaron ser muy sensibles a un rango de 
pi I bajo, condiciones que se presentan en la acumulación de úcido cítrico, sin embargo, 
se dcnwstrú que mutantes dgr poseen una insensibilidad al pi I para el sistema de 
transporte de baja afinidad permitiendo m:umuluciones muy altas del itcido orgúnico, los 
autores piensan que esta afectación en tales cepas juega un papel importante en la 
capacidad de las mutantes dgr para responder a nivel altos de glucosa extra celtilar. 

• Otro rasgo muy común en las ccpas -dgr es su disminuida capacidad para crecer en 
glucosa y/o fructuosa, esta característica es debida a que poseen un transporte deficiente 
de glucosa, tales evidencias han sido probadas en Neurm,pora crassa, Saccharomyces 
cereviceae y Schizosaccharomyces pombe. En tales mutantes no se encontraron 
diferencias entre las actividades·de sus hexoquinasas. (Milbradt y col. 1994) 

• Otro tipo de cepas ruc descrito por Bailcy y col. ( 1984), las cuales poseen mutaciones 
plciotrópicas, des- reprimiendo una serie de enzimas citoplasmútica, como la maltasa, la 
invertasa, y la galactosidasa, en este tipo ele mutantes se encontró que los niveles de la 
hexoquinasa son muy elevados con respecto a la cepa progenitora. Este tipo de 
mutaciones permite a la célula compensar el arribo de la 2-DG mediante una 
incrementada capacidad para fosíorilar la glucosa en competencia con el anúlogo (ver 
también Novak y col., 1990) 

• Otro tipo de mutantes fue reportado por Fiedurek y col. ( I 987) que describió cepas dgr 
de Aspergi/lus niger que presentan una alta actividad en una fosfatasa la cual se 
encontró que está involucrada en el fenómeno de la resistencia. En lc:vaduras ya se ha 
~islado, analizado sus parámetros cinéticos y clonado dicha losfatasa que actúa de 
manera directa sobre el compuesto 6- foslo- 2- desoxiglucosa que se genera de la 
fosforilación de la 2- DG. 

• Un asunto aun pendiente es la importancia que tiene o carece _e l AMP cíclico el cuál 
posee un destacado papel en la represión catabólica en bacterias, en cuanto a la 
producción de glucoamilasa se han hecho experimentos en los cuales su adición a 
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cultivos e1i condiciones de represión catabólica libera en cierto grado la producción de 
esta enzima.a niveles similares que en condiciones no represivas. (lvanova y col., 1983) 

Ya hemos mencionado algunas características generales asocia<las a las cepas dgr, sin 
embargo. conviene mencionar que existen otras propiedades de dichas cepas que están 
directamente relacionadas a la sobreproducción de enzimas y a la resistencia a la represión 
por carbono, tales características no se encuentran presentes en todas las cepas dgr e 
incluso se ha demostrados que no están directamente a los Loci de las mutaciones que 
confiere resistencia a la 2-DG. A continuación listamos algunas de ellas: 

• Por ejemplo. 1\011 y col. ( 1997) mostraron en levaduras que la 2- DG disminuye el 
pun.:<.:ntajc Je espurula<.:ión, pasando de 50<¾, a 2% asci por <.:élula cuando la 
concentración del análogo pasa de 0.03 a 0.3 g/L d~ 2-DG, bajo las mismas condiciones 
In tasa de consumo de ncctnto cunndo se encuentra en el medio disminuye hasta en un 
úm{> a!:iÍ como también disminuye la velocidad d1.: la ruta dd glioxalalo y la 
gluconeogénesis de 0.7 y 0.3 mmol/g ms (materia seca) a valores despreciables 
respectivamente. Esto puede significar que uno de los efectos negativos de la 2- DG es 
la de afectar la tasa metabólica. 

• Parvez y col. ( 1998) Experimentaron con mutantes 2-DG resistentes creciendo con altas 
concentraciones de melasas y encontraron que estas poseen Qs y tls aumentados con 
respecto de la cepa progcnitorn. también encontraron que aumentnba la producción de 
úcido cítrico de 80 a 120 g/L. de lal forma que los valores Qs y 9s son 
signi licativamente mayores mostrando que los niveles-de represión catabólica estaban 
disminuidos. 

• Entre otras cepas de la misma categoría (Suzuki y col. 1996) presentan incrementos de 
hasta 150% en sus niveles de producción con respecto a las cepas progenitoras, estas 
cepas presentari además una capacidad aumentada para la sobreproducción en medio 
sólido con respecto a la producción que desarrollan en cultivo sumergido tanto para la 
producción de ácido cítrico como para la glucoamilasa. 

Los experimentos de Antier y col (1993) para la obtención de las cepas de este estudio 
consistieron en inducir mutaciones sobre esporas de la cepa C281325 por medio de rayos 
UV en una razón de supervivencia del 1 O % y hacer crecer 1.15 x 107 esporas en cajas de 
petri con un medio adicionado ~on 1 O mg/L de 2-DG y 15 g/L 'de etilenglicol (EG), la 
actividad de agua (Aw) ruede 0.954, obteniendo en promedio una colonia por caja, por otro 
lado en otro experimento se seleccionaron mutantes con el mismo medio pero con una 
actividad de agua de 0.99 las cuales se denominaron Aw99 y se utilizó la décima parte del 
análogo tóxico. 

En los distintos reportes se han encontrado que distintas mutantes resistentes a la 2-DG 
poseen tambié n resistencia a la represión por carbono. De los estudios hechos en algunas 

de ellns. se han podido dividir como generalistas o especialistas. las primeras poseen 
mutacion.es que confieren resistencia a la represión en la producción de un grupo 
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importante de sistemas hidrolíticos, en tanto que las particulares solo les confiere 
resistencia en la producción de aigunas pocas enzimas. 

Un ejemplo de cepas generalistas se encontraron en levaduras, las cuales son resistentes a la 
represión por glucosa (Bailey y col. 1984). las cuales poseen mutaciones pleiotrópieas, des­
reprimiendo una serie de enzimas citoplasmática. como la maltasa, la invertasa, y la 
galactosidasa, en este tipo de mutantes se encontró que los niveles de la hexoquinasa son 
muy elevados <.Jn respecto a la cepa progenitora. 

Antecedentes directos 
En 1993 Antier y col. a partir de una cepa silvestre aislada de la zona cafetalera de 
Vcracruz obtuvieron cepas mutantes especializadas en la producción ele peetinasas en 
cultivo sumergido ó cultivo sobre soporte sólido, dichas cepas rueron seleccionadas 
mcdi:llltc el fenotipo de resistencia a la 2-D(i. r-:sta selección comparte características con 
otras cepas dgr. como sobreproducción <le enzimas inducibles, producción constitutiva de 
glucoamilasa e invertasa y resistencia a la represión por carbono para varios sistemas las 
cuales indican mutaciones plciotrópicas. 

La cepa progenitora C28B25 de las cuales se obtuvieron las mutantes para este estudio fue 
elegida de entre 248 cepas obtenidas de un muestreo en diversas zo1rns cafetaleras del 
estado de Veracruz, dichas cepas fueron comparadas por su actividad pectinolítica con una 
cepa de ·referencia, la cepa CH4 que fue reportada por Acuña y col. en 1993. La 
comparación se hizo midiendo el halo de hidrólisis de las colonias crecidas en agar con 
pectina. y comparándolas con el halo de hidrólisis de la cepa CH4, de este análisis se 
eligieron 22 cepas las cuales fueron evaluadas por su producción en cultivo sobre soporte 
sólido (CSS), en este caso la CSS se realizó sobre pulpa de cale. La cepa más productora en 
ese ensayo füc la cepa C28B25 con 135 UPasalg PS (Unidades de -pectinasa por gramo de 
pulpa seca). • 

Las características de la C28B25 son el crecimiento rápido y abundante en pulpa de café 
con un máximo de actividad pectinolítica a las 72h que muestra sensibilidad a represión 
catabólica cuando se la hace crecer en cultivo sumergido (CSm) con 5 y 1 O ·g de sacarosa. 

La técnica de selección utilizada para obtener dichas mutantes se basó en la resistencia a la 
2- desoxiglucosa (2-DG) en actividades de agua de 0.99 y 0.954, las cuales fueron claves 
para la obtenciún de dos series distinguibles por su nivel de producción en los sistemas de 
referencia líquido y sólido, las cepas seleccionadas en actividades de agua de 0.99 
dasi licadas como la serie Aw99 resultaron ser las de mayor producción de pcctinasas en 
C'Sm. mientras que las seleccionadas en actividad de agua de 0.954 denominadas la serie 
Aw96 tuvieron una mayor producción en cultivo sobre soporte sólido (CSS), dichas series 
poseen la característica de comportarse de manera opuesta una de la otra, es decir las cepas 
de la serie Aw% resultaron excelentes productoras en CSS pero no mostraron una buena 
producción en C'Sm al contrario de las cepas de la serie t\ w99 que son sohrc- ·prodm;toras 
de pcetinasa en l'Sm pero su producción es pobre en CSS. Las serie /\.w99 la componen las 
cepas Aw99-a, b, c, i, ii y iii, mientras que las cepas Aw96-l, 2, 3, y 4 componen la serie 
/\. w96, la cepa de la serie A w99 con mayor actividad en CSm es la cepa A w99-i i i con más 
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de 140 ~Pasalg PS (pulpa seca), y menos de 50 UPa5a/g DP (Dry Pulp) en CSS, en tanto que 
de la sene Aw96 la cepa Aw96-3 fue una ~e las más productoras en CSS con 227 UPas./g 
1 )P y SO l l l'a. ,/g l'S en ( 'S rn . postcrionncnll'. se ohsl' rvú que la cl'pn 1)Ci-.1 n.:wrtió su 
l~notípn dgr al srnsiblc a la 2-DU. pero sin perder sus otras carm:terístirns. como por 
c_¡cmpln. l;i sohrcproducción de pcctinasas. 

Otra de las características importantes que algunas cepas resistentes a la 2-DG poseen es 
que ti enen un nivel de represión catabólica menor en CSm y producen mayor cantidad de 
pectinasa en C'SS y CSm. En una gráfica de actividades en CSS Vs CSm se observa que 
todas las mutantes caen en uno de dos dominios, las cepas de la serie Aw99 tienen un mejor 
desempeño en CSm que en CSS, en tanto que las cepas Aw96 el caso es opuesto, por otro 
lado se observa en las cepas Aw99 con mayor capacidad en CSS la obtienen en decremento 
a su capac idad en CSm con una correlación de O. 78 y a=0.005, el dominio de las. cepas 
/\ wW> no se observa esta correlación con la misma claridad, dado que aumentan sus 
capac idades de secreción tanto en CSS como en CSm. (Antier y col., 1993). 

Una cepa que se sale de los patrones generales observados en el estudio realizado por 
Antier y col. es la cepa Aw96-4 la cual es buena productora en CSS pero también en CSm 
con cerca de 200 U/g DP en CSS y 75 U/g DW en CSm, esta cepa y la cepa Aw99-iii (140 
UP .. s;/g PS. y 26 UPas./g DP) fueron util izados prira experimentos posteriores real izados 
por Loera y col. ( 1999) quien consiguió mutantes auxótrofas de arginina de ambas cepas 
para obtener un dicariontc mediante cruza parasexual, el dicariontc 0 4. El clicarionte D4 
posee características muy interesantes, primero: es sensible a la 2-DG como la cepa 
progenitora y por otro lado. mantiene una alta capacidad de producción de pectinasas más 
de 120 U/g PS _en CSm y menos de 40U/gDP en CSS, Lo anterior muestra 
concluyrntemente que las mutaciones que les confieren la resistencia a la 2-DG a la cepas 
99- iii cslú en dili.:n:ntes loci. ya que complt.:mcntaron para dar un lcnoti po sensible, en tanto 
que según su producción de enzima predominó el fenotipo de la cepa 99-ii i lo cual indica 
que la sobreproducción de enzimas no está directamente relacionada con la resistencia a la 
2-DG. 

En cuanto al conocimiento que se tiene de la mutación dgr Randez- Gil y col. ( 1995) han 
reportado la existencia de por lo menos dos genes responsables de ia resistencia a la 2-DG 
en levaduras, los genes DOGRI y DOGR2, estos genes poseen generan proteínas con 92% 
ele identidad en su secuencia ele aminoácidos las cuales posee la función de fosfatasas del 2-
<lesoxiglucosa- 6- fosfato el cual es el derivado fosfatado· de la 2- DG, y es la especie 
acumulada en el proceso tóxico de lri célula, dichas enzimas poseen requerimiento de 
MgC12 y son inhibidas por lús loro inorgúnico. 

Por otro lado se ha visto que la maltosa (el cual es un substrato ampliamente util izado para 
la sínll'sis de glucoamilasa y que es un producto común en la degradación enzimática del 
,ilmidún) • ;i una concentración de 5 g/1, induce la producción de distintas enzimas del 
sistcm;i de las glucohidrolasas aunque se lw visto que puede inhibi r por producto la síntesis 
de dichas enzimas e incluso el crec imiento <lcl hongo a niveles de 40 g/L. En algunas 
mutantes esta inhibición por producto. parece estar abolido permitiendo que el hongo 
produzca la enzima a concentraciones de maltosa de hasta 60 g/L (lvanova y col. 1983). 
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Hipótesis · 
• Las cepas 99-iii y 96-3 que en trabajos anteriores se confirmó que poseen resistencias a 

la represión por carbono en la sobre producción de pectinasas e invertasa poseen 
también la misma resistencia en la prod~1cción de glucoamilasa. 

• Lns ccpns -99-iii y In cepa 96-3 poseen de acuerdo al método de selección previa 
(trabajos anteriores) mutaciones distintas y por lo tanto tendrán dilcrcntes respuestas en 
la producción de glucoami lasa y diferentes grados de represión por glucosa. 

Objetivos 

Objetivo general 
Caracteri zar el patrón de inducción y represión de la· glucoamilasa para las cepas 99-iii y 
96-3 de 1tspergil/11s ni,;<!r, las cuales son mutantes, la primera, resistente a la dcsoxiglucosa, 
y la segunda, rcvertante sensible para el mismo compuesto. 

Objetivos particulares 

• Corroborar la estabilidad de las cepas mutantes. 
• Fstahlccer la fuente de nitrógeno para los cultivos sumergidos. 
• !·:va luar las cinéticas de producción de glucoamilasa en medios con maltosa. 
• Caracterizar los efectos de la glucosa a la producción de glucoamilasa sobre cada una 

de las cepas elegidas 

Materiales y métodos 

Microorganismos 
Las cepas de //spagillus niKer resistentes a la 2- Desoxi- D- Glucosa (dgr): 96-3 y 99-iii 
pertenecen al cepar.io <le la UAM- ORSTOM y fueron reportadas por Antier y col. en 1993, 
la cepa progenitora C28825 pertenece al mismo cepario y fue reportada _por Aquiauathl y 
col. 1982. 

Medios de cultivo 

Agar papa dextrosa: Todos los microorganismos fueron mantenidos en este medio 
(PD/\ de Sigma- Aldrich) a 4ºC. 

Medio Czapek: Usado como medio base, contiene en gran_1os por litro (g/L): Glucosa, 30; 
NaNO.,. 3; K2l IPO4, 1; MgSO4, 0.5; KCI, 0.5.0. 

Medio Czapek- Maltosa: . 
Este es el medio usado para la producción de la glucoamilasa en matraces Erlenmeyer, 
contiene 30 gL- 1 de maltosa sustituyendo la glucosa del medio Czapek original pero 
conservando las demás sales. 
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Medios para condicionar la represión por carbono: 
Con el fin de st1,ictar a las ccp:1s a diferentes condiciones de n:presiún por glurnsa se usaron 
lrcs medios de cultivos: Czapck, Czapek- Maltosa- Glucosa (medio Czapek con 1 O g/L de 
glucosa y 20 g/ L de maltosa como fuente de carbono), y Czapek- Maltosa. 

Medios de identificación: 
Con el propósito de confirmar la resistencia a la desoxiglucosa de las cepas mutantes se 
utilizó los siguientes medios: 
Medio !3!3M: El medio BBM contiene en gramos por litro (g/L): KH2PO4, 1.3; (NH4)SO4, 
0.75; MgSO4, 0.75; NaHPO4, 0.60; MgSO4*7I-JiO, 0.30; CaCl2, 0.25; Urea, 0.25; Agar, 10. 
/v/eclio DHX: Medio BBM con 1 0g/L de dextrosa 
Medio DDG: Medio DEX con 0.5g/L de 2- Desoxi- D- Glucosa. (2OG) 
l-:11 todos los casos la glucosa fue cstcrili1.ada por filtración así como la 
2DG 

Condiciones de cultivo 

Conservación de cepas 
Las cepas fueron conservadas en viales de vidrio con 5mL de medio PDA inclinado e 
inoculadas por asada con esporas. Los viales fueron cultivados a 28ºC por 72 h, tiempo al 
cual la superficie del vial se ha cubierto completamente de esporas. Los viales esporulados 
fueron sellados con parafilm y conservados a 4ºC. 

Identificación de cepas 
Para confirmar la identidad tanto de las cepas mutantes (99-iii y 96-3) como la cepa 
progenitora (C28B25) se _procedió a realizar cultivos monoesporicos en medio DDG que 
contiene desoxiglucosa en niveles tóxicos (Minjares- Carranca y col. 1997). En el medio 
DDG la cepa progenitora crece menos en comparación con las cepas mutantes lo que 
caracteriza a estas familias de mutantes. Las cepas de la familia Aw99 tienen (de acuerdo a 
su clasificación previa) un índice de esporulación diferente al de la familia Aw96. El índice 
de esporulación se define como el cociente de los diámetros de esporulación entre el 
diámetro de colonia a cierto tiempo. 

Producción de esporas 
l ,a producción de esporas se consiguió mediante resiembras sucesivas en medio PDA de los 
cultivos de reserva. La primera resiembra se inició con la siembra de tubos inclinados por asada 
a 28<>C, 72 h después se cosecharon con 15 mL de twccn 80 (0.05%) estéril. La segunda 
resiembra se hizo con 0.3 mL de la ·suspensión obtenida del tubo inclinado, resembrado en 
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 25 mL de medio PDA, todos incubados a 28 ºC, por 
último, se obtuvo de los matraces una suspensión con la que se inocularon los medios de 
producción. 

CSm en matraz Erlenmeyer 
En los diferentes experimentos con cultivos sumergidos para la producción de glucoamilasa se 
usaron distintos medios de cultivo. Las condiciones estándar de cultivo fueron la inoculación de 
60 mL de medio inoculados con 6.25* 105 esporas por mililitro (e/mL) en matraces Erlenmeyer 
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de 250 1111. tk:. ct1pacidad. Los matraces rucron agitados a una velocidad de 250 r.p. 111. y una 
temperatura de JO"l' por 48 h o 72 h según el experimento. Los muestreos para medir tas 
vmi.ihks cinétic.is se reali1.aron cada 12h a 111cnos que se indique lo contrario. • 

Obtención del extracto enzimático 
El cultivo fue filtrado al alto vació a través de papel Watman número l que pem1ite un filtrado 
rápido y un extracto cristalino. El extracto fue colect~do para ensayos enzimáticos y otras 
determinaciones. 

Índice de esporulación 
Para distinguir la variedad de mutantes obtenidas en el grupo se utilizó un parámetro 
conocido como índice de esporulación, el cual se define como el cociente de los diámetros 
del úrea esporulada ele la colonia entre el diámetro total ele la misma, dicha colonia debe ser 
originada por una sola espora y crecida en un medio de cultivo ele rcfcrcncia.(Minjarcs, y 
col. , 1997). 

Métodos analíticos 

Cuantificación de la biomasa 
El crecimiento en la CSm fue detem1inado por peso seco (PS) mediante la retención del micelio 
a través dt: un filtro de papel Watman tal como se explico anteriormente, después de lavar el 
micelio con agua destilada se seco en un horno a 80 ºC por 24 h. 

Cuantificación de la glucosa 
La glucosa del medio fue medida con un estuche de "Cuantilicación de glucosa de 
Spinrcact¡¿" basado en la actividad de la glucosa oxidasa deshidrogenasa o método Trindcr 
(1969) 

Cuantificación de la actividad de la glucoamilasa 
El filtrado libre de células obtenido fue usado para ensayos enzimáticos. La actividad de 
glucoamilasa (realizada por la Glucoamilasa E.C.3.2.1 .3; Innis. y col. 1985) fue ensayada a 
través de la medición de la glucosa liberada a partir de maltosa,.según lo reporta Schrickx y col. 
( 1993 y 1995). Las unidades volumétricas fueron reportadas como UI/L donde una unidad 
internacional de (UI) se define como la cantidad de enzima que libera 1 ~m10I de producto por 
minuto üt111ol P/min). 

Mezcla de reacción 
La reacción se lleva a cabo en un volumen final de 1 mL con 0.2 mL de una solución con 1 O 
g/L de maltosa. 0.5 mL de un amortiguador I M de acetatos a un pi I de 5.J y OJ mL del 
exir.teto c111.i111útico. 

Condiciones de la reacción 
La temperatura fue 55ºC y el tiempo de reacción rue de 30min. La reacción fue detenida por 
con una solución Tris*Cl 5M pH 7.5; y leída contra un blanco de reacción. 

26 



Blanco de reacción 
El blanco de reacción fue considerado como la mezcla previa del la solución Tris*CI 5M pl-1 
7.5 con el extracto cnzimútico, con este procedimiento se garantizó que el avance de la reacción 
de hidrólisis una vez añadido el substrato fuera cero. 

Unidades de actividad. 

l ,a actividad se reporto en micromoles de glucosa por litro liberados por minuto de reacción. 

Cuantificación del substrato 
FI substrato se midió mediante una técnica modificada del reactivo de Millcr (DNS- Fenol­
N.i< >11) p.rra In dclcrn1inaciú11 de a1.(1cares reductores, reportada por el autor en 1958, con la 
salvedad del estabilizador (Sales de Roche!) de color sugerida por el autor, del cual 
prescindimos en las determin·aciones. 
Las muestras fueron tratadas previamente mediante una hidrólisis ácida con HCI a 
temperatura de ebullición, con el fin de hidrolizar la maltosa residual. 
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Modelamiento matemático 

Los datos experimentales de las cinéticas de biomasa, actividad y consumo ele substrato 
fueron ajustados de acuerdo a los modelos matemát ico descritos por Pirt ( 1975) y ajustados 
mediante una rutina matemática de MicroSoft'M Exel® 97 llamado Solver® de acuerdo con 
loas siguientes ecuaciones integradas (Ver cuadro 1). 

dr [I X ] 1 . - .-:-: ~l - . X . 

"' xlll 

!integrando: x == 
x,,, 

1 + ( X111 - x,, )e(- ¡n) 

Xo 

Donde x = x0 cuando t = t0 

Y X.-,. x111 cuándo ~ oo. 

2.-
ds 1 dx 

= ---- -·+IIIX. 
di Y0 _, di 

x0 -x mxm L [x,,, -X0 ] Integrando: s = s0 + - n 
. Y,,., µ x,,, - X 

Donde S = So cuando t'= O. 

3.-
dE dx 
-- = a --+Px 
di dt 

Integrando: E = Eo + a(x - x0 )+ 111 /,n 111 ~ Donde E= Eo cuando t = O Px [X - X ] ~ 
JI X,,, - X . 

Y x/s = Rendimiento de la biomasa (g x/g s). 
m = Coeficiente de mantenimiento (g s/gx h). 

~L = Tasa específica máxima de crecimiento (1 /h). 
x01 = Nivel máxima de la biomasa (g). 

a = Rendimiento de biomasa asociada al crecimiento (UE/g x). 

~=Tasa de producción o destrucción de la enzima asociada a la biomasá (UE/gx h) 
E= Concentración de enzima producida. 
x = Concentración de biornasa en el medio. 
S0 = Concentración de substrato inicial. . 
S = Concentración de substrato al tiempo l. 

t = Tiempo. 

Tabla 11. Modelos matemáticos utilizados para ajustar las curvas cinéticas. 
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Resultados y discusiones 

Caracterización preliminar de las cepas 
De acuerdo a lo reportado las mutantes 99-iii y 96-3 crecidas agar con una concentraciones 
de I g/L (2-DG) poseen un índice de esporulación característico, el cual es mucho mayor 
que lt1 ccp,1 silvestre C28B25 (Minjarcs, y col. , 1997). 

Con el lin de verificar esta características ele dichas mutantes, se hicieron crecer en placas 
de agar con medio DEX (que contiene glucosa) y medio DDG (con glucosa y 0.5g/L de 2-
DG) las placas fueron inoculadas por picadura utilizando un palillo de dientes estéril e 
inoculando esporas de cada una de las mutantes y de la cepa progenitora. 

A las 48h de inoculación se midieron los diámetros de la colonia y los diámetros de la zona 
esporulada y se calculó la relación de área esporulada. Los datos aparecen en la Tabla 111. 

La relación de esporulación de la cepa progenitora disminuyó al crecer en medio 
ad icionado con 2- DO, mientras que para las cepas mutantes resistentes, pareció no afectar 
a este índice. En contraste la cepa 99-iii pareció aumentarse ligeramente la relación de la 
zona esporulada. • 

Por otro lado la cepa C28B25 (crecida en medio adicionado con glucosa sin 2- DG) 
desarrolló un valor de 20 a 26% más alto en el índice de esporulación que las cepas 
mutantes. Mientras que, en medio con el análogo tóxico fue la que obtuvo de 60 a 76% 
menor índice ele esporulación. Lo contrario sucedió con la cepa 99-iii que fue la cepa con 
menor índice en medio DEX (26.6% menos que la cepa progenitora) pero obtuvo el 
máximo valor en medio DDG ( l 0% más que la otra mutante y 76.7% que la cepa 
progenitora) . • 

Indice de esporulaci~'m Desv. Indice de esporulación Desv. 

Cepa n~ (Is) en DEX Estándar 11"" (1,) en [)l)(i Estiíndar 

C281325 2 0.81 0.01 ' 0.43 0.03 -' 
99-iii 3 0.64 0.01 3 0.76 0. 10 

96-3 3 0.67 0.02 3 0.69 0.15 

Tabla 111. Indices de esporulación de las cepas en medio DEX y DDG a las 48h de cultivo en cajas petri 

Las cepas pertenecientes a la colección de la UAM- ORSTOM que usadas en el presente 
lrahajo rueron seleccionadas mediante su resistencia a la desoxiglucosa, y mediante esta 
resistencia se re- identificaron. En los experimentos realizados por Minjares y col. ( 1997) 
se encontró que las cepas Aw99-iii y la cepa Aw96-3 poseían características distintivas 
cuando eran crecidas en medios de cultivo que contenían concentraciones sub- letales de 2-
DG. Dichas características consistieron principalmente en la velocidad de crecimiento 
radial de la colonia con respecto a las cepas que crecieron en un medio sin desoxiglucosa y 
la relación de área esporu lada en la misma colonia. Estos índices proporcionaron relaciones 
típicas de acuerdo al grupo de mutantes a las que pertenecen, así por ejemplo, las cepas de 
la familia J\w99-iii registraron índices de esporulación más altos que las cepas de la familia 
J\w96-J cuando fueron crecidas en 2-DG. 
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La medición _que usamos para re- clasificar a las cepas utilizadas fue el índice de 
esporulación. En nuestras observaciones obtuvimos índices de esporulación más altos para 
todas las cepas analizadas que las obtenidas antes por nuestro grupo (Minjares y col. 1997). 
Mientras que inicialmente se encontraron índices de esporulación promedio para las cepas 
de la l'amilia /\w99 de 0.42 ± 0.06 y pan, las cepas de la familia Aw96 el promedio 
obtenido por los autores mencionados fue de 0.24 ± 0.04 En nuestro caso las cepas 
analizadas /\w99-iii y Aw96-J tuvieron valores de 0.6914 y de 0.6545 respectivamente, 
las cuales resultaron similares a las obtenidas en glucosa. De acuerdo a estos resultados la 
tendencia jerárquica es la misma solo que los valores reportados en este trabajo resultaron 
más altos. 

Elección de fuente de nitrógeno 

Una vez seleccionada la maltosa como inductor y fuente de carbono mediante el análisis 
bibliográfico (Goto y col. , 1998) como se discute en el capitulo de materiales y métodos la 
siguiente elección en orden de importancia p~ra la formulación del cultivo fue la de la 
fuente de nitrógeno. Esta elección se tomó probando distintas sales de nitrógeno en función 
de los siguientes criterios: 

1. pi 1 
2. Tipo de crecimiento producido 
3. Nivel del consumo de azúcar 
4. Nivel de actividad de GA. 

En cuanto al pl-1 debería permanecer por arriba de 4 y lo más cercano a 4.5 dado que el pH 
óptimo de secreción y estabilidad de la GA se encuentra en este rango, tal como lo indica 
Schrickx ( 1993). 

El crecimiento por otro lado debería ser abundante y de tipo micelial, con este fin debería 
seleccionarse una fuente de nitrógeno que reuniese las condiciones donde la secreción no 
estuviese impedida por la rormación de pcllcts (Wüsten y col. , 1991) y así , garantizase que 
el hongo no estuviese limitado por la accesibilidad del tipo de sal de nitrógeno en el medio. 

El consumo de azúcares debería ser alto (cerca del 100%), dado que ésta característica 
garantizaría que la cepa no tuviese problemas para consumir la maltosa en las condiciones 
de cultivo y que el estuviera exclusivamente limitado por carbono. 

El titulo final de la actividad "E" (UI / L) debería ser importante. Este quizá es el parámetro 
más importante para la elección de la sal de nitrógeno idónea, ya que de nada serviría que 
cumpliese con los requisitos anteriores sí los niveles de actividad no fuesen buenos. 

Pma la ckcci,·111 de In s,11 ndecuada se utilizó la cepa /\w96-). l.os cultivos se llevaron a 
cabo por 72h u J0''C a 250 r.p.111. de agitaciún en medio Czapek- maltosa variando la l'ucnte 
de nitrógeno, para ver más detalles remítase al capítulo de materiales y métodos. 
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Las fuentes de nitrógeno uti li zadas para la selección fueron las siguientes: 
a Nitrato de sodio. 
b Nitrato de amonio. 
c Urea. 
d Una combinación de nitrato de amonio y urea. 

l·:1 11itr:1to de sodio es considerado como una f'uente de nitrógeno que produce bajos 
rendimientos para enzimas secretables pero su metabolismo no modifica de manera 
imporlantc el pi I uel medio. Al contrario, el nitrato de amonio es una excelente fuente de 
nitrógeno para la producción de enzimas secretables, pero su metabolismo acidifica el 
medio (Nielscn, 2000). La urea como fuente de nitrógeno al métabolizarse alcaliniza el 
medio. Considerando las características de las fuentes de nitrógeno, se pusieron a prueba 
dichas fuentes por separado, y una combinación de nitrato de amonio y urea para 
compensar sus efectos sobre el pH. Los resultados se muestran en la tabla I.V 

Actividad Actividad por 

Fuente de nitrógeno Biomasa Enzimática Unidad de Consumo Tipo tfe 

biomasa 
{fq11ival<"llfe.r a Jg de Nitra/o pi/ (g/L) (UI/L) (UJ/g) Azuc. ('½,) Crecimle,110 
" " .1'11d i11J 

Urea 4,21 5,87 60 10.2 47 ***** 
Sulfato de amonio 1,70 5,99 o 64 ****+ 
Urea-sulfato de amonio 2.00 
(75-25)% 

7,72 300 38.9 74 *++++ 
Urea-sulfato de amonio 2.63 
(50-50)% 

9,43 350 37.l 78 ***++ 
Urea-sulfato de amonio 4,79 
(25-75)% 

10,48 370 35.3 81 **+++ 
Nitrato de sodio 4,29 11,31 340 30.1 100 *++++ 
+ = crecimiento ·micelial • = crecimiento en pellets 

labia IV. Valores de algunos parámetros de cullivo de A. niger c~~rlfw<J6-3 para la producción de GA con 
distintas fuentes úe nitrógeno cultivadas en medio Czapek- maltosa a JOºC durante 72h. 

La tabla IV muestra los resultados de las fermentaciones realizadas y la sal de nitrógeno 
que acumuló más características convenientes (mostradas en negrillas) fue el nitrato de 
sodio. Esta fuente de nitrógeno es la misma que se ocupa en el medio de cultivo Czapek. 

• En todos los experimentos para seleccionar la fuente de nitrógeno se utilizó la 
concentración de sales especificada en el medio comercial de Czapek. La formula final del 
medio se describe en el capitulo de materiales y métodos. 

Se puede obscrvur en dicha tabla los efectos· de las distintas sales que contienen nitrógeno y 
que rw . .:ron prohmlas parn elegir urrn de ella.~ para los expcrimrnlos, de dichos resultados 
poc.k:mos decir que al menos en el sistema de cultivo en lote para la producción de 
glucoamilasa por nuestras cepas de hongos, el ·nitrato de sodio resulta tener un efecto más 
favorable que el sulfato de amonio o la urea como fuentes de nitrógeno exclusivas. 
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Por otro lado los tipos de crecimiento observados en las distintas condiciones muestran una 
mayor producción de pellets con urea y sulfato de amonio. Mientras que con nitrato de 
sodio el crecimiento es principalmente de tipo micelial. La formación de pellets es 
considcrnda corno el resultado ele condiciones adversas de crecimiento y genera la 
disminución d<.: área de secreción debido a que son las puntas de las hifos por donde las 
enzimas son secretadas, de esta manera la formación de pellets puede ser relacionada 
inversamente con la cantidad de enzima secretada (Wosten y col. 1991 ). 

En cuanto al pi 1 (l<.:I cultivo como se había previsto el sulfato de amonio acidificó el medio 
de manera considerable, mientras que la urea y el nitrato de sodio quedaron en un intervalo 
cercano al optimo de secreción y actividad de la enzima. En cuanto al consumo de 
azúcares, los cultivos crecidos en urca y el amonio condujeron a un consumo de substrato 
menor con respecto a los cultivos crecidos en nitrato de sodio en el cual el consumo fue del 
100%. 

En cuanto a los experimentos realizados con una mezcla en diferentes proporciones de 
sulfato de amonio· y urea tanto el tipo de crecimiento como en la actividad de la 
glucoamilasa la principal mejora fue el caso del tratamiento con 75% de urea y 25% sulfato 
de amonio. Dicha combinación presentó un pl-l muy ácido (2.0), produc'ción de biomasa 
baja ( 46% menos que para nitrato de sodio), pero la actividad por unidad de biomasa 29% 
más alta que el cultivo con nitrato, y un consumo de solo el 74% contra el 100% de 
consumo con respecto a la sal de nitrato. Se eligió el nitrato de sodio como fuente de 
nitrógeno para debido que la acidez del medio y el bajo rendimiento de biomasa podría 
introducir variables no deseables en este estudio, y debido a que ni-trato de sodio acumulo 
más características adecuadas (negrillas en la tabla 4 ). 

Caracterización cinética de las cepas mutantes y fa. cepa progenitora 

Con el motivo de caracterizar preliminarmente las cepas mutantes 96-3 y 99-iii y 
compararlas con la cepa progenitora C28B25 se realizaron cultivos en un medio Czapek 
sustituyendo la glucosa por maltosa como fuente de carbono. De los resultados obtenidos se 
escogieron las condiciones para evaluar el efecto de la glucosa sobre la inducción de la 
glucoamilasa. 

Crecimiento de las cepas 99-iii, 96-3 y C28B25 
Las tres cepas tuvieron un buen creci'miento en un medio con maltosa como única fuente de 
carbono (ver Fig. 2) indicando de esta manera su capacidad de inducir las enzimas 
necesarias para desdoblar el disacárido. '/\ las 18h para todos los casos el cultivo desarrolló 
pellets característicos, pero a partir de las 36h el crecimiento se volvió mayormente de tipo 
micclial. l·:n cuanto a su manejo para ohtencr un liltrado lihre de células. los cultivos al 
tercer día presentaron una consistencia viscosa y difícil de liltrar. 

32 



14 

1 2 

10 

i 8 

= .. 
á 6 
iii 

4 

2 

o 
o 36 

Tiempo (h) 

48 60 72 

Figura 2. Cinética de crecimiento para las cepas examinadas: C28B25 (6), 99-iii(o) y 96-3 (□) El cultivo se realizó en 
Czapek- maltosa durante 72h, las lineas continuas representan el ajuste matemático de los valores experimentales los 
cuales se muestran mediante los símbolos vacíos. 

Ajuste /oglstico para el crecimiento 
Los datos obtenidos de la determinación de la biomasa por peso seco se ven graficados en 
la figura 2 y además se trataron matemáticamente para ajustarlos a un modelo logístico 
propuesto por Pirt (1975), Este modelo sirvió para calcular los principales parámetros 
cinéticos (ver Materiales y métodos) los cuales están mostrados en la Tabla V. 

·. •- Cepas -· 

Parámetros C28B25(6) 99-iii(o) 96-3(0) Promedio D~sv. Est. 

Xo (g!L) 0,07 0,01 0,03 0.036 0.03 

Xm (g/L) 11,00 9,00 12,25 10.75 1.70 

U (1/h) 0,09 0,13 0,12 0.11 0.02 

Tabla V Parámetros cinéticos de crecimiento calculados para las cepas analizadas. Las cepas crecieron en 
medio Czapek con maltosa como única fuente de carbono en un cultivo de 72h, el modelo fue ajustado 
mediante la rutina Solver de Microsoft®. 

Parámetros Xm yµ 
Las cepas analizadas presentaron valores similares en sus parámetros cinéticos. Para Xm se 
calculó un valor promedio de 1 O. 75 g/L con algunas variaciones poco significativas para 
cada una de las cepas (Desv.Est. de 0.03), donde la Xm más alta fue la cepa 96-3 (12.25 
g/L), la cual es una cepa mutante especialista en CSS. En el caso del parámetro µ el valor 
promedio fue de 0.11 h-1 (Ver tabla V). 

Dado que las cepas de este trabajo son principalmente producto de un método de mutación 
aleatoria era necesario primeramente averiguar si eran capaces de crecer en maltosa, y 
comparar sus comportamientos cinéticos con los descritos por la cepa progenitora ya que 
podrían presentar alguna mutación que les impidiera crecer sobre este substrato. 
Anteriormente se habían caracterizado algunas mutantes junto con la cepa C28B25 sobre 
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almidón. Dichos experimentos indicaban una baja actividad amilolítica pero era necesario 
verificar con más · detalle cada una de las cepas analizadas en las condiciones elegidas 
(Romero- Gómez y col., 1993) 

Las dos cepas mutantes y la cepa progenitora crecieron bien sobre maltosa, aunque su 
viscosidad después de las 60h presentaría dificultades para posteriores análisis (ver sección 
4.1). 

Consumo de substrato 
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Figura 3.1 Curvas de consumo de substrato para las cepas examinadas: C28B25 (ó), 99-iii(o) y 96-3 (□). El substrato 
inicialmente es exclusivamente maltosa y fue cuantificada mediante la cuantificación de azúcares reductores. 

En la Figura 3.1 se muestran las curvas de consumo de substrato que fueron muy similares 
entre si. Los datos obtenidos de la determinación del consumo del substrato se ajustaron 
mediante el modelo matemático antes señalado para calcular los principales parámetros 
cinéticos (Tabla VI). 

_ Cepas 
!Parámetros . C28B25 (6) 99-iii (o) 96 .. 3 (O) 

So (g/L) 22,84 24,13 22,19 

Yx¡s (gx/gs) 0,39 0,36 0,46 
~(gS/gx h) 0.23 0.36 0.26 

Tabla VI. Parámetros cinéticos de consumo de substrato calculados para las cepas analizadas. (ver condiciones en el pie 
de la tabla V) 

Los resultados mostrados indican que las tres cepas analizadas poseen la capacidad de 
consumir la maltosa y convertirla en biomasa de forma que entre 60 a 72 h pudieron 
consumir la totalidad del substrato añadido. 
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La producción de la glucosa en los tiempos intermedios del cultivo 
Durante las fermentaciones reálizadas con Aspergillus niger en medios con maltosa se 
realizaron mediciones de la glucosa que se liberaba a partir de la maltosa en el medio de 
cultivo por medio de un método enzimático (ver Materiales y métodos), los datos obtenidos 
para cada cepa se muestran en las figuras 3.2, 3.3 y 3.4 junto con las curvas de biomasa y 
consumo de azúcares reductores antes analizados para cada cepa. 

Lo que se puede observar de las figuras mencionadas es que la hexosa durante el curso del 
cultivo oscila incrementándose al inicio de la fase exponencial y hasta el final de la misma, 
dicho patrón parece ser constante para todas las cepas y refleja el hecho de que 
concentraciones importantes de glucosa (hasta 4 g/L) se acumulan en el caldo durante el 
cultivo, además de esto, otra característica en común es que al inicio la glucosa irµcial es 
baja (menor a 2.0 g/L), al menos para las primera 12h. 
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Figura 3.2 Cinética de producción de glucosa (o)durante el cultivo de la cepa 99-iii de Aspergillus niger en el medio 
Czapek- maltosa, junto con las curvas de conswno de azúcares reductores totales (6) y biomasa (□). Las curvas de 
biomasa y consumo de azúcares reductores son las mismas que aparecen en las figuras 2 y 3.1 respectivamente. El modelo 
de producción y consumo de glucosa fue adaptado a partir de la ecuación 3 del cuadro I de materiales y métodos. 
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Figura 3.3 Cinética de producción de glucosa (o) durante el cultivo de la cepa C28B25 de Aspergillus niger en el medio 
Czapek- maltosa, junto con las curvas de consumo azúcares reductores totales ( 6) y biomasa (□). Las curvas de bíomasa 
y consumo de azúcares reductores son las mismas que aparecen en las figuras 2 y 3 .1 respectivamente. 
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Figura 3 .4 Cinética de producción de glucosa (o) durante el cultivo de la cepa 96-3 de Aspergillus niger en 
el medio Czapek- maltosa, junto con las curvas de consumo de azúcares reductores totales (O ) y biomasa (O). 
Las curvas de bíomasa y consumo de azúcares reductores son las mismas que aparecen en las figuras 2 y 3. 1 
respectivamente. El modelo de producción y consumo de glucosa fue adaptado a partir de la ecuación 3 del 
cuadro I de mateñales y métodos. 
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Como se mencionó en la introducción uno de los factores que limitan la producción de GA 
y otras enzimas es la presencia de glucosa en el medio ya que esta ejerce un efecto represor 
sobre la síntesis de la misma, En la mayoría de los sistemas de producción de GA se utiliza 
fécula de maíz que se compone principalmente de almidón, pero la principal desventaja de 
cslns siskmas es la acumulación de glucosn en los tiempos intermedios del cultivo que 
terminan por reprimir en direrentes grados la producción de la GA. 

En los experimentos mostrados se observa el mismo fenómeno de acumulación de glucosa 
en tiempos intermedios del cultivo (así se puede constatar en las figuras 3.2, 3.3 y 3.4), 
dicha acumulación de entre las 32 a 40h es similar para todas las cepas en este estudio y 
puede ser explicada por esquema de reacción exógena del tipo: 

Maltosa +H2O ---► 2 Glucosa 

La cual es llevada a cabo por la GA excretada. Esta acumulación va seguida de su consumo 
por la binmasa. Por otro lacio los niveles alcan,.mlos de glucosa acumulada siempre l'ueron 
menores a los 1 O g/L los cuales están reportados como niveles represivos para la cepa (ver 
Antier y col. 1993, Aguilar y Huitrón 1986), sin embargo. los niveles de glucosa intermedia 
deben ser lomados en cuenta para los experimentos en los que se usa glucosa inicial en el 
medio de cultivo. 

Cuando se agrega la glucosa al medio de cultivo (tal como sería el caso en los experimentos 
de la sección 6, ver también tabla X) la glucosa disponible para el microorganismo tendrá 
dos fuentes obvias, la que se desprende de la hidrólisis de 1~ maltosa y la añadida en el 
medio. 

Como se puede observar en las figuras antes mencionadas, la glucosa comienza a 
acumularse a partir de la 12 h que es la mitad ele la fase ele adaptación, es en estas 12 horas 
previas a la presencia de glucosa donde la adición de glucosa tendrá un mayor efecto sobre 
la inducción de GA ya que es en este tiempo que ocurre el cambio del modo de producción 
d~ GA, pasando del modo de producción constitutiva al modo de producción inducida .. 

Otra observación de las últimas figuras presentadas es que la cepa con mayor acumulación 
de glucosa intermedia fue la cepa 99-iii, dicha cepa presenta dos máximos locales de 
acumulaciún de glucosa claramente distinguibles, el más grande a las 36h (J.8 g/L) y el 
otro a las 60h (2.5 g/L). La cepa 96-3 por su parte fue la cepa que acumuló la menor 
cantidad de glucosa. De la comparación de Las dos cepas anteriores podríamos inferir que la 
primera cepa "s la que mayor actividad enzimática poseería, ya que acumula mayor 
cantidad de glucosa, en tanto que la última liberaría menos glucosa o la consumiría más 
rápido dado que la acumula en menor grado. 

Como se \'crú rnús adelante los resultados acerca de la capacidad de producción de glucosa 
intermedia debida a su capacidad exógena de hidrólisis está relacionada con capacidad de 
secretar la GA (a). 
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Cinética de pH 
El progreso del pH durante el cultivo está presentado en la Figura 4. Al inicio del mismo, 
una importante diferencia fue observada en el pH de la cepa 99-iii que disminuyo su pH de 
manera considerable con respecto a las otras dos cepas. Sin embargo, cerca de las 48 h se 
puede observar una convergencia del potencial de hidrógeno de las tres cepas al valor de 
4.5 que es el pH óptimo de actividad de la enzima y además el pH al que la secreción de la 
enzima es mayor. 
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Figura 4. Cinética de pH de las cepas examinadas: C28B25 (6), 99-iii(o) y 96-3 (□), En medio Czapek con 
maltosa como única fuente de carbono. 

A partir de la 48 h el pH en las tres cepas disminuye lenta y de manera homogénea hasta un 
pH de _aproximadamente 4.5, y es precisamente es en este periodo donde las diferencia de 
producción de actividad enzimática son más importantes. 

El hecho de que en esta etapa se observen las diferencia más importantes entre las cepas es 
muy significativa debido a que no pueden ser imputadas a diferencias de pH, y también al 
hecho de que a este pH las condiciones son idóneas para la secreción de la GA lo cual no 
puede ser atribuido de un fenómeno de limitación de la secreción por este parámetro. 

En la literatura se marca que el pH optimo de secreción de GA en cultivos de Aspergillus 
niger así como el pH de actividad de la enzima son cercanos a 4.5 (Fang y col. 1998) lo 
cual coincide con las condiciones imperantes en la final del crecimiento exponencial y el 
inicio de la fase estacionaria de producción de la enzima en las condiciones de nuestro 
cultivo. 

Producción de actividad volumétrica 
La producción de glucoamilasa, E, medida en (UI/L) presentó un patrón similar en las tres 
cepas crecidas con maltosa. Las tres cepas curvas mostradas en la figura 5 tuvieron 
máximos bien definidos alrededor las 60h. Estas curvas se pudieron ajustar razonablemente 
bien (r > 0.8) mediante el modelo de Luedeking y Piret. 
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Desde el punto de vista cuantitativo las cinéticas de actividad volumétrica mostradas en la 
Figura 5 revelan la diferencia más importante entre las cepas analizadas, la cual se observa 
entre la cepa 99-iii y las otras dos cepas, la diferencia estriba en el nivel máximo de 
producción. La cepa 99-iii produce casi dos veces la actividad de las otras dos cepas 
estudiadas. 

En cuanto al los valores de la tasa de producción de la fase no asociada al crecimiento (P) 
se puede observar que en todos los casos es de un valor pequeño y de signo negativo (Tabla 
VII). Esto indica que la enzima en la fase no asociada al crecimiento está siendo destruida o 
está siendo sensible a la inactivación pero a una velocidad muy baja (P menor a -11.1 
UI/gh). En cuanto a la naturaleza de esta inactivación puede ser debida a la actividad de 
proteasas. (Dosoretz y col., 1990). Por otro lado el valor de a resultó ser muy similar entre 
las cepas C28B25 y 96-3 (125 y 120 UI/g respectivamente), pero marcadamente superior 
para la cepa 99-iii (a= 312 UI/gh). 

Con el fin de utilizar un medio alterno para calcular a además del método logístico, 
también se calculó por uri ajuste lineal, considerando cierto el supuesto que la producción 
de la enzima, E, es proporcional a la biomasa (LIB = a*fü(). Estas relaciones se muestran 
en la figura 6. En esta figura se puede ver la misma tendencia jerárquica observada en los 
valores de a para el conjunto de las tres cepas, donde la cepa 99-iii muestra un valor 
superior por casi el doble que la cepa 96-iii (ver tabla VIII, Figura 6.). 
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Figura 5. Cinética de actividad de glucoamilasa en las cepas examinadas: C28B25 (6), 99-iii(o) y 96-3 (□). En medio 
Czapek con maltosa como única fuente de carbono. 
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Las diferencias entre los valores calculados logísticamente y los calculados linealmente se 
deben principalmente a la cantidad de datos que fueron utilizados para dichos cálculos, en 
el primer modelo fueron ocupados todos los datos experimentales, mientras que para el 
modelo lineal solo se ocuparon aquellos que conservaban una tendencia lineal entre 
biomasa y la actividad, lo que excluye al menos el último punto de cada serie. 

Si se combinan las diferencias entre la velocidad de crecimiento µ (Tabla V) y el 
coeficiente de rendimiento a (Tabla VII) se obtiene el coeficiente de producción ( qp = µa). 
En la tabla IX se observa que las diferencias en qp se acentúan, teniendo la cepa 99-iii un 
qp = 40 UI/gh y las otras cepas un qp = 12 UI/gh en promedio. 

Comparando los valores del parámetro qp que indica la velocidad de producción de la GA 
con el parámetro 1 13 I de la cepa correspondiente se observa en todos los casos que la tasa 
de producción es hasta tres veces mayor que los valores del parámetro 1 13 I . Esto indica que 
la destrucción de la enzima es pequeña al compararla con su capacidad de producción. Por 
otro lado para el primer parámetro la cepa 99-iii posee el valor más alto (a= 312 U 1/gX), 
esto significa que tiene su velocidad de producción de GA es149% más alta que la cepa 
progenitora 160% más que la otra mutante (Tabla IX) 
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Fig. 6. La figura muestra los valores de la actividad volwnétrica de la glucoamilasa con respecto a la biomasa encontrada 
en el cultivo, las pendientes de las rectas estimadas representan el parámetro a.. C28B25 (6), 99-iii(o) y 96-3 (□). 
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I•: inicial 

a (Ul/gX) 

~ (Ul/gh) 

C28B25 (6) 99-i ii (o) 96-3 (O) 

28.4. 11 .2 
125. 1 

-4.3 

312.2 

-11.1 

0,0 
119.8 

-4.0 

Tabla VII. l'arú111d ros cinéticos en la prodtu.:ciún de actividad de glucoa111ilasa de las cepas a11ali1.adas. (ver wndicioncs 
en el pie de la tabla V) 

Cepa a calculada por R2 a calculado R2 

regresión logísticamente 
C28B25 97.6 0.98 125.1 0.94 
96-3 60.6 0.96 119.8 0.98 
99-iii 118.8 0.93 312.2 0.99 

Tabla VIII. Comp.irnción de los parámetros alfo calculados por dos métodos distintos. 

El cociente /f];qp/ 
Como se comento anteriormente en los tres casos estudiados l9s valores de p fueron 

negativos, para comparar las cepas se uso el coeficientes I p!qp I parámetro que nos informa 
de la fracción de destrucción con respecto a la de síntesis. Los valores de dicho parámetro 

se muestran en la tabla IX. Los cuales estuvieron entre 0.25 < 1 plqp 1 < 0.4. Esto indica que 
las tres cepas tuvieron una proporción similar entre la tasa de destrucción de la enzima 

( 1 B 1) y la ele síntesis (Qp) y se confirma por la similitud ele los máximos de producción 
mostrados en figura 5. 

C28B25 Aw99-iii Aw96-3 

a(Ul/g) 125.1 312.2 119.8 

µ(1/h) 0,092 0,131 O, 123 

P(UI/gh) -4.3 -11.1 -4.0 

q 11(Ul/gh) 11.3 40.6 14.4 

aµ/ct.µ 99_¡¡¡ (S/U)" 0.4 1.00 0.4 

1 ~/qD 1 (S/U) OJ8 0.27 0.28 

Tabla IX Comparación de parámetros cinéticos de las cepas estudiadas. 

Por otro lado comparando los valores de Qp de las cepas mutantes encontrarnos que la cepa 
99-iii posee cúsi cuatro veces el valor de la cepa 96-3 y la cepa progenitora, lo cual 
confirma que la regulación de la síntesis de GJ\ en la primera está asociada al crecimiento y 
menos reprimida que en las últimas dos, mostrando así su mayor pro_ductividad. 
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Elección del tiempo de cultivo para la comparación de represión catabólica 
entre las distintas cepas 

lk los cxpcri111cntos anteriores podemos ohscrvm que: 
a Las cepas mutantes 96-3 y 99-ii i así como su cepa progenitora son capaces <le 

utilizar la mal tosa como única fuente de carbono. 
b 1,as cepas presentaron actividad de glucoamilasa. 
c Existen diferencias en actividad entre las distintas cepas suficientes para sospechar 

que poseen diferentes patrones de inducción y represión ele la glucoamilasa. 
<l Se encontró que a las 48h existían suficientes di ferencias en la actividad <le la GA 

entre las distintas cepas y que el manejo del micelio para su fil tración aún era 
permisible. 

e El pl-1 a las 48h era estable y cercano a 4.5 para todas las cepas. 
En consecuencia se decidió realizar las comparaciones de los grados de represión catabólica 
de las distintas cepas a las 48h de cultivo en las condiciones así establecidas. 

En cuanto al punto "d'' no es de desestimarse el cambio de las· propiedades del fluido 
debida al crecimiento de tipo micelial, esto es más notorio al filtrar mee.liante el sistema de 
alto vacío. Existe un cambio my importante en el tiempo de filtrado para un cultivo de 48 a 
uno ele 60 h el cual es de alrededor de tres veces más lento, esta característica hace muy 
difícil manejar diseños experimentales con más de 12 muestras debido al manejo de los 
tiempos estimados de filtrado a la hora de analizar las muestras. 

Efecto de la adición de glucosa inicial sobre los cultivos 
Una ve7. ·elegido el ti empo de cultivo más propicio para comparar el efecto de glucosa 
inicial sobre la producción de activi_dad (ver inciso F), se procedió a realizar cultivos con 
las mismas condiciones establecidas pero variando la composición de la fuente de carbono 
como se muestra en la tabla X 

Composición de la fuente de Concentración de glucosa Concentración de m;iltosa Información que 
c~rhono . (g/L) (g/1.) proporciona el-experimento 

Solo glucosa 30 o N ivcl de producción basal de 
(i¡\ 

( ilurnsa y 111altosa 10 10 Nivel de represión de la G/\ 
por glucosa de referencia • 

Solo maltosa o 30 Experimento testigo 

*Ruijtcr y Visscr. ¡<¡97 
l',1hla X. Disc1io de cspcri111en10 para verilicar el electo de la glurnsa inic ial sohn: la producciún de G/\: 

El electo de la glucosa inicial sobre la producción de biomasa puede observarse en la figuta 
7, en esta ligura se aprecia que efecto de la variación de la fuente de carbono sobre el 
crecimiento de las cepas es discreto, al menos para las cepas C28B25 y 99-i ii, y lo que si se 
ohscrva es un e fecto asoc iado a las cepas. En este gru po de experimento se observa que a 
las 48h la cepa que más crece es la cepa C28825 seguida de la cepa 96-3 y por último, la 
cepa 99-iii . Dicha tendencia no es la misma observada en la caracterización de las cepas al 
comparar este tiempo en el experimento testigo (O g/L de glucos_a y 30 g/L de maltosa) 
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aunque seria necesario estudiar más puntos de la cinética para encontrar la convergencia de 
ambos análisis. • 
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1 

o 
30 gil (M) 10 gil (G) y 20 gil (M) 30 gil (G) 

Tratamientos: Diferentes concentraciones de glucosa (G) y maltosa (M) 
iniciales 

Fig. 7. Producción de biomasa a 48h de CSm de la cepa Aspergillus niger en medio Czapek- maltosa con glucosa y/o 
maltosa como fuente de carbono C28825 (□), 99-iii(□) y 96-3 (□) 

Es conocido desde hace tiempo que para incrementar la producción de una enzima 
inducible es conveniente agregar glucosa al inicio del cultivo con el fin de incrementar la 
cantidad de biomasa, dado que entre mayor sea la concentración de biomasa mayor será la 
cantidad de unidades secretoras de enzimas, esto es debido a que la glucosa es un substrato 
que rinden mayores tasas de crecimiento del hongo, empero tiene la desventaja de reprimir 
la producción de la enzima de interés. De nuestros resultados observamos que las cepas 
producen el mismo nivel de biomasa sin que exista un efecto considerable con la adición de 
glucosa, sin embargo, como se verá adelante su efecto sobre la actividad es muy 
importante. 

Efecto de la glucosa inicial sobre la producción de actividad volumétrica de 
GA 
En la figura 8 se presenta el efecto de la glucosa inicial sobre los valores de la actividad de 
glucoamilasa, como se pude observar para las cepas C28B25 y la cepa 99-iii existe un 
marcado ~fecto de la glucosa inicial sobre el nivel de actividad alcanzada, disminuyendo de 
manera importante. No así para la cepa 96-3 cuya actividad fue la única en aumentar al 
agregar glucosa al medio, también se puede apreciar que su actividad en el medio con 
glucosa como única fuente de carbono produjo un nivel de actividad equiparable al 
conseguido con el testigo con solo maltosa. Este fenómeno está representado la tabla XI. 
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Figura 8. Actividad volwnétrica de Aspergillus niger a 48h de CSm en medio Czapek con glucosa y/o maltosa como 
fuente de carbono para tres diferentes cepas. C28B25 (□), 99-iii(D) y 96-3 (□) 

Tabla XI. -· 

0%G(F,C.) 33%G(F.C.) 100%0 (F.C.) Porcentaje de cambio con Porcentaje de cambío con 
30g/LM 1.9 g/L G, 20 30 g/LG. glucosa al 33% (F.C.) glucosa al l 00% (F.C) 
IRefe~la) • lllLM 

C28B25 100% 56% 13% -44% -87% 

99-iii 100% 74% 4% -26% -96% 

96-3 100% 182% 90% +82% -10% 
.. 

Tabla XI. Proporc1on de camb10 en la producc16n de GA para tres cepas de Aspergillus mger en un medio con diferentes 
proporciones de glucosa al inicio, los porcentajes de glucosa y maltosa son en relación p/v, y los porcentajes de cambio 
están referidos al obtenido en el medio sin glucosa inicial. 

La cepa 99-iii ( caracterizada como sobre productora de pectinasas en medio sumergido) es 
la cepa que mayor actividad de GA posee en un medio solo con maltosa, pero su actividad 
disminuye en un 26% al añadir 1 O g/L de glucosa y un 96% al crecer en un 30 g/L del 
azúcar represor. El mismo efecto se puede observar para la cepa C28B25 que disminuye un 
44% y 87% respectivamente al ir añadiendo glucosa al medio. Pero la cepa 96-3 tuvo una 
respuesta completamente distinta ya que al añadir el primer nivel de glucosa en lugar de 
disminuir la actividad aumento casi al doble (82%) y en el nivel más alto de glucosa (30 
g/L) presentó solo una disminución de 10% de su actividad referida a la desarrollada por el 
testigo (30 g/L de maltosa). 

44 



Concluimos que la cepa 96-3 es una cepa que no disminuye su producción de GA en 
presencia de glucosa, o dicho de otra manera que la cepa 96-3 es insensible a la represión 
por glucosa, e incluso a un nivel de 1 O g/L de glucosa junto con la maltosa presenta un 
incremento importante de actividad como un efecto de co- metabolismo. 

Por otro lado dividiendo la producción de la actividad de glucoarnilasa entre la producción 
de la biomasa se consigue expresar un cociente de rendimiento de actividad por gramo de 
biomasa (a'), lo cual expresa el grado de inducción de la GA en las diferentes condiciones 
de glucosa inicial, los valores de a' para los anteriores experimentos se muestran en la 
figura 9. 

Lo primero que podemos observar de la figura 9 es que el experimento testigo (30 g/L de 
M) muestra un orden en los valores a' para cada una de las cepas que es el mismo que el 

observado para el parámetro a discutido al caracterizar las cinéticas de crecimiento y 
producción (ver Fig. 5 y tablas V y VI). Se puede observar el parámetro de inducción 
disminuye con la adición de glucosa para el caso de las cepas 99-iii y para la cepa C28B25, 
sin embargo, la cepa 96-3 incrementa su inducción con la adición de 1 O g/L de glucosa y se 
mantiene en le mismo nivel de inducción tanto en presencia exclusiva de glucosa como en 
presencia exclusiva de maltosa que es caso del testigo. 

30 gil (M} 1 O g/L (G) y 20 g/L (M} 30 g/L (G} 

Tratamientos: Diferentes concentraciones de glucosa (G) y maltosa (M) iniciales 

Figura 9. Cociente de producción a' de tres cepas de Aspergillus niger en medio Czapek con distintas combinaciones de 
glucosa y maltosa como fuente de carbono. C28B25 (□), 99-iii(D) y 96-3 (□) 
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Otrn 1rn111cra de observar el efecto de la glucosa sobre la inducción de la GA es estandarizar 
la producciún de la actividad de (jJ\ con rcspcclo a aquella producida en ausencia del 
inductor (producción constilutiva). La Tabla XII muestra los datos así Tratados, y muestran 
de una manern dramática el efecto <le la concentración de la glucosa inicial sobre la 
activi<lad de la enzima. En el caso de la cepa 99-iii se puede observar la gran capacidad de 
pro<lucción de GA en maltosa con respecto a la producida con solo glucosa, esta diferencia 
de casi 25 veces mayor que la cepa progenitora, por otro lado también se observa la gran 
sensibilidad de la cepa 99-iii a la concentración de glucosa inicial, que en un menor grado 
se observa en la cepa C28B25, sin embargo, para la cepa 96-3 el efecto no tiene paralelo 
con las otras cepas mostrando un comportamiento completamente distinto. La cepa 96-3 
incrementa su actividad discretamente al combinar glucosa y maltosa, pero de manera 
notable su actividad se mantiene en niveles equiparables en la presencia exclusiva del 
in<luctor o en la presencia exclusiva del represor, así lo demuestra el hecho de que no exista 
di rerencias signi licati vas entre la producción de GJ\ en un medio con solo glucosa o un 
medio con solo maltosa. 

Cepa 30 g/L de G 10 g/L de G, 20 g/L de M 30 g/L de M 

99-iii 1,0 17,0 22,9 

C28B25 1,0 4,4 7,8 

96-3 1,0 2,0 1, l 

Tabla Xll Actividad relativa respecto al experimento testigo (30 g/L de G) 
Los mismos datos pueden ser observados en la Tabla XII donde el valor de la primera 
columna c:-<prcsa la producción ele glucoamilasa en ausencia del inductor (Producción 
constitutiva), y en las dos columnas siguientes se pueden encontrar los factores en los 
cuales se multiplicn la producción de glucoamilasa. 

En cuanto al efecto de la glucosa sobre la producción de GA como se mencionó en los 
rcsullados las cepas C28B25 y 99-iii _fueron rep.rimidas de manera muy importante en tanto 
que la cepa 96-3 no parece tener una respuesta negativa ante la presencia de glucosa (véase 
las figuras 8 y 9), su producción de GA_ con glucosa como única fuente de carbono no es 
significativamente diferente a la obtenida con maltosa como única fuente de carbono, sin 
embargo. produce cerca del 80% más en combinación de los dos substratos. Esta evidencia 
nos indica que la cepa 96-3 solo ocupa su capacidad constitutiva de producción de GA 
excepto en In combinación de substratos al inicio del cultivo, en dicho caso parece ocurrir 
el fenómeno de cometabolismo. 

El termino de actividad constitutiva debe ser entendido como la cantidad de enzima 
producida en ausencia del inductor y en presencia del represor de dicha actividad y co­
metahol isrno c•.11110 el incremento de la aciivid.id de forma sinérgica en presencia de dos 
substratos. 

En cuanlo a la cepa 99-iii que fue catalogada como sobre- productora ele pectinasas en 
cultivo sumergido. se encontró que posee características de sobreproducción de GA en 
comparación con la cepa progenitora, aunque en cuanto a su regulación resultó ser la más 
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sensible de lus cepas anali,.adas, cuando dicha cepa cn.:ciú cn glucosa su producción de UJ\ 
ruede una quinta parte que la producida por la cepa 96-3.( liguras 8 y 9) 

Para la cepa 96-3 se puede observar que existen diferencias concluyentes que nos indican 
que su producción constitutiva es diferente a la cepa si lvestre de hecho su producción en el 
medio sin inductor fue de más del 200% que la cepa progenitora, aunque la producción de 
GA en presencia del inductor es mucho menor en comparación con la cepa si lvestre (ver 
figura 8). 

Como se me1icionó en los resultados tratados y presentados en la Tabla XII se muestra de 
manera muy ilustrativa las di ferencias entre las distintas cepas, en dicha Tabla se comparan 
las actividades constituti vas con las act ividades inducidas, esta capacidad de inducción 
debida a la presencia del inductor, tam bién puede verse como la scnsihilidád a la represión 
por carbono en presencia de la glucosa. As í de esta manera se puede observar las profundas 
diferencias entre las cepas mutantes que fueron generadas a partir de la cepa C28B25. 

Con los datos antes mostrados se puede decir que la cepa 96-3 es insensible a la represión 
por carbono, en tanto que la 99-iii y la cepa progenitora resultaron ser sensibles a la 
represión catabólica, aunque en diferentes grados. 

Conclusiones 
Una vez analizado y discutido los resultados llegamos a las siguientes conclusiones. 

Se verifica que la mutante 99-iii tiene aumentada la producción de una 
hidro/asa 
La cepa 99-iii resultó ser una cepa mutante dgr con capacidad aumentada de producción de 
glucoamilasa con respecto a la cepa progenitora y la otra mutante estudiada. Esta 
característica fue claramente distinguida con respecto los demás parámetros cinéticos 
medidos en este estudio, como µ, Xm, ó p, que resultaron ser similares para todas las cepas 
crecidas bajo las condiciones establecidas. Esto no sucedió con el parámetro q11 que expresa 
la tasa específica que producción enzimática, donde la cepa referida fue notablemente 
superior que las otras cepas estu~fiadas. • 

l·:I m11m:11to de la producción de la cepa progenitora a la cepa mutante 99-iii se debe a un 
incremento ligero en la tasa de crecimiento µ y aun aumento importante en el rendimiento 
ex (lJ 1/gx) de rorma que el coeficiente qp resultó notablemente superior en esta mutante. 

Junto con otr.:,s trabajos de nuestro grupo se confirma la hipótesis de que 
las mutaciones obtenida para las cepas 99-iii y 96-3 son de tipo pleiotrópico 

Con los resultados de este trabajo y otros realizados se muestran evidencias de que la cepa· 
99-iii posee lenotipos muy diversos como la sobreproducción y resistencia a la represión 
por carbono para la producción de pectinasas (5g/L de sacarosa), (Antier y col.. 1993, 
Mii1jares y col .. 1997) y además es sobreproductora de invertasa (Romero-Gómez y col., 
2000) y la sobreproducción de la glucoamilasa (mostrad~ en esta tesis) 
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Por otro lado la cepa 96-3 además de ser sobreproductora de pectinasas en CSS y resistente 
a la represión por carbono en CSm (Antier y col. 1993), resultó ser insensible a la represión 
por carhono 1x1ra la inducción de glucoamilasa. ya que la cepa generó niveles de actividad 
en la condición menos reprimida (30 g/L de maltosa. El inductor· de GA) iguales a las 
obtenidas creciendo _solo con glucosa (30g/L de glucosa. El represor más potente). 

Lo anterior muestra que las mutaciones encontradas en las dos cep~s modifican su 
metabolismo a niveles que afectan varios procesos cascada abajo como la sobreproducción 
y/o tksrcprcsión catabólica para distintos sistemas cnz.imútico. 

Las diferencia notables entre la cepa 99-iii y 96-3 muestran la diversidad de 
fenotipos entre las mutantes dgr 

Las cepas aquí analizadas fueron obtenidas en trabajos anteriores mediante diferentes 
prL·sioncs de sdección y encontramos que las dos mutantes poseen fenotipos claramente 
distinguibles en cuanto a la producción de GA, la 99-iii res'ultó sobreproductora no así la 
cepa 96-3. mientras que ésta última resultó insensible a la represión por carbono para el 
sistema de producción de GA, mientras que la primera se reprimió su producción a un 
nivel de I Og/L de glucosa. • 

De lo anterior se concluye que las mutantes 99-iii y 96-3 poseen mutaciones distintas que 
afectan el' metabolismo, por lo que el conocimiento de su localización y la naturaleza de 
dichas mutaciones es importante para el entendimiento de los mecanismos de 
sobreproducción y inducción- represión de los sistemas enzimáticos inducibles. 

Perspectivas 
Los resultados obtenidos en ~ste trabajo plantean nuevas incógnitas que nos indican 
posibles proyecciones sobre este tema en particular, a continuación nos referimos a 
algunas: 

¿Serán las mutantes resistentes a sorbosa? 
Con el fin de identificar el tipo de mutante.s a la cual pertenecen las cepas 96-3 y la cepa 
99-iii sería imt,ortante conocer si estas cepas son capaces de crecer en algunos otros 
análogos como son la sorbosa y la fructosa que nos podrían dar más indicios de que 
mecanismo son los que utilizan cada cepa para presentar resistencia a la desoxiglucosa, y 
así puntualizar las diferencias entre las mutaciones que poseen ambas cepas, con este 
mismo fin también sería necesario cuan ti ficar las tasas de ingreso de glucosa de los 
transportadores y de fosforilación del sistema de hexoquinasas, 

¿ Qué efectos tendría trabajar con una análogo a maltosa que no produzca 
glucosa intermedia? 
Los datos arrojados durante este trabajo se remitieron en gran parte a la influencia de la 
glucosa inicial en la producción de glucoamilasa en un tiempo dado, como indicamos en las 
conclusiones, la contribución de la glucosa en estos experimentos proviene de dos fuentes, 
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la adición de glucosa inicial y la otra, la hi_drólisis de la maltosa. Pero ¿qué tanto influye la 
una o la otrn sQbre la producción de la actividad a un tiempo dado?. Esa pregunta podría 
rl'solvcrsc utili ,.ando el D- maltoglucosido utili7.ndo por Goto y col. ( 1998). el cual es un 
anúlogo a la maltosa que es completamente metabolizado y que puede ser util izado como 
ún ica fuente de carbono. utilizando este análogo que no produce glucosa al ser hidrolizado 
podemos distinguir los efectos de la glucosa inicial de manera independiente a la glucosa 
intermedia. 

¿Serán las cepas mutantes reprimidas por la desoxiglucosa? 

C'nmo se mencionó en la introducción existen cepas mutantes resistentes a la desoxiglucosa 
que son insensibles a la represión por glucosa en la producción de enzimas inducibles pero 
son sensibles a la represión por la desoxiglucosa, o viceversa. Sería interesante saber si la 
cepa 99-iii que es sensible a la represión por glucosa los también para la desoxiglucosa, ó si 
la cepa 96-3 que es insensible a dicha represión no lo es también al análogo de la glucosa. 
De ser así podríamos saber más acerca del tipo de mutación que poseen, ya que como se 
sabe un tipo de mutantes dgr poseen fosfatasas específicas para la 6-fosfo-desoxiglucosa, lo 
cual podríamos identificar con este ensayo. 

¿ Cuánto se expresarían los cartuchos de DNA heterólogos con el promotor 
glaA en estas cepas? 

Como es sabido el promotor de la glucoamilasa de algunos .hongos del género Aspergillus 
son promotores muy fuertes y han sido utilizados en la expresión hetoróloga de un gran 
numero de proteínas, uno de los requisitos que debe reunir la cepa huésped es que sus 
promotores no compitan con el que se le insertará y que la cepa sea insensible a la represión 
por embono. En el caso de la cepa 96-3 como vimos posee una baja actividad de 
glucoamilasa inducible ( y una alta actividad constitutiva, a esto debemos añadir un 
insensihil.idad a la represión por carbono, así que sería interesante probar un cartucho de 
expresión construido con el promotor de glucoamilasa y una proteína reportera; nosotros 
esperaríamos una alta expresión constitutiva así como una alta expresión inducida aun 
incluso en presencia de altas concentraciones de glucosa inicial. por lo cual consideramos a 
la cepa 96-3 una cepa útil para experimentos posteriores con finalidad de obtener proteínas 
hcterólogas. 

Es posible establecer un protocolo para generar mutantes dgr 
sobreproductoras de hidro/asas y/o insensibles a la represión por carbono 
que no tengan afectadas sus sistemas de transporte de glucosa 
1·:n el presente trahajo se estudiaron dos tipos de mutantes dgr una sobreproductora y otra 
insensible a la represión por carbono que no tuvieron problemas para crecer en maltosa o 
glucosa (sin ddectos en sus sistemas de transportes de glucosa asociados a la membrana). 
Dado el método de selección con que fueron generadas (mutantes sin defectos en el gen 
creA) se puede predecir que es posible establecer un protocolo de mutación y selección 
racional para aislar mutantes con características similares. (Antier y col., 1993) 
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