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RESUMEN

El uso de enzimas en procesos industriales es de gran importancia, por lo que una
produccion eficiente y rapida es una prioridad, el cultivo sélido ha demostrado
producir las cantidades requeridas, sin embrago este tipo de fermentacion implica
diversas complicaciones de produccion, por lo que se propone que un cultivo
sumergido eliminaria estas complicaciones y tendria una produccién similar a la del
cultivo sodlido, en este trabajo se compard la produccion de la enzima invertasa
(sacarasa o B3 fructo-furanosidasa) por una cepa silvestre de Aspergillus niger N402
usando sistemas de cultivo liquido, sélido y sumergido. Se utiliz6 espuma de
poliuretano como soporte inerte para fermentacion sdélida y sumergida, el cual se
propone como un sistema modelo para el estudio de las diferencias entre
fermentacion sélida, liquida y sumergida. Se midieron los siguientes parametros
fisiologicos: la velocidad especifica de crecimiento del organismo (W), el nivel maximo
de la biomasa (Xmax), el rendimiento de biomasa por gramo de substrato consumido
(Yws), el rendimiento enzimatico por gramo de biomasa producida (Yex) y la
productividad de la enzima enzimatica (P). Los resultados obtenidos en fermentacién
sélida, la biomasa producida es mayor que en fermentacién liquida, aunque el
consumo de substrato fue muy similar en ambos medios. Los niveles maximos de la
invertasa son mucho mayores en fermentacion solida que los obtenidos por
fermentacion liquida, los cultivos de Aspergillus niger en medio liquido produjeron
agregados esféricos o “pellets” que son la forma macroscopica caracteristica en este
medio. Pero en medio sélido, este organismo crecié en forma de un micelio disperso
adherido en parte a las trabéculas del polimero y en parte en forma de micelio aéreo
en contacto directo con la fase gaseosa, mientas que en el medio sumergido tuvo
una produccién de biomasa ligeramente superior que el cultivo liquido que a su vez
este aumento es consistente con el aumento de la invertasa producida y asi los
beneficios principales de este método son la facilidad de produccion y una posibilidad
de escalar el experimento a niveles industriales.



1. ANTECEDENTES

El mercado de enzimas utilizadas en procesos industriales representa alrededor de
mil millones de délares anuales y los hongos filamentosos contribuyen con el 40%
del total, se trata de un mercado en expansion, sobre todo por el desarrollo de nuevos
procesos que utilizan enzimas conocidas y por la aplicacion de enzimas nuevas en

procesos conocidos (Visser y col., 2011; Nevalainen y col, 2015).

La mayoria de las enzimas utilizadas en procesos industriales se producen por
fermentacion liquida (FL), pero en los dltimos afios se han desarrollado sistemas
alternativos para la produccion de enzimas por hongos filamentosos, como la
fermentacion sdlida (FS). Este sistema de cultivo es mas productivo que la FL, e
imparte caracteristicas interesantes al cultivo y a las enzimas producidas (Singhania
y col., 2009; Viniegra-Gonzélez, 2003).

En este trabajo se busca comparar los distintos tipos de fermentacién y su relacion

con la produccién de enzima invertasa.
1.1 Hongos filamentosos

Los hongos son organismos eucariontes, que se caracterizan por ser inmoviles,
presentar talos, que pueden ser estructuras ramificadas llamadas micelios o cuerpos
mas compactos denominados basidiocarpos, en lugar de tejidos. Los hongos no
realizan la fotosintesis pues son heterotrofos que viven a partir de la materia organica
producida por otros organismos. Pueden reproducirse por esporas o por medio de la
ramificacion de estructuras tubulares y arborescentes llamadas hifas. Una hifa es una
estructura cilindrica que consta de una pared celular que recubre a una membrana
en cuyo interior pueden existir uno o varios nucleos. Ademas, pueden tener septos
gue son paredes internas que cortan la continuidad del citoplasma dentro de la hifa
y en algunos casos estos septos pueden presentar poros que permiten el paso del
citoplasma, incluyendo a sus organelos, estableciendo asi, la continuidad
citoplasmica dentro de la hifa. Las hifas crecen por extension apical o de las puntas

y se multiplican por ramificacion. En los extremos de estas células es donde se lleva
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a cabo la asimilacién de nutrientes del medio y la excrecién de las hidrolasas que
son enzimas extracelulares necesarias para la degradacion de una gran variedad de

substratos complejos (Herrera y Ulloa, 2005).

Los hongos filamentosos son comunmente observados como el crecimiento que
aparece sobre las frutas y los alimentos donde se les da el nombre de moho. El
término moho es un nombre comun que carece de significado taxondmico y se aplica
a una variedad de hongos que crecen como organismos semi-microscopicos, cuyo
micelio tiende a formar una red suelta en lugar de un tejido denso. Es en esto en que
los mohos u hongos filamentosos se distinguen de los grandes hongos carnosos,
como las setas comestibles o los champifiones. Los mohos pueden pertenecer a
cualquier clase de hongo, pero la mayoria de las especies son Ficomicetos u hongos
imperfectos (Deuteromicetos). Los hongos filamentosos se reproducen por esporas
o conidias y se distinguen por las caracteristicas de los tallos que soportan las
esporas Y los conidiéforos. En los Aspergillus el conidioforo se eleva a partir de una
célula del micelio vegetativo, llamada célula pie, que tiene una pared mas gruesa que
la del micelio vegetativo. El tallo del conidiéforo no esta septado y termina en una
parte hinchada llamada vesicula. A partir de esta expansion las conidias se forman
en cadenas de esporas cuyo segmento inicial se denomina sterigmata. En ocasiones
la sterigmata esta ramificada y las esporas que se alzan a partir de las ramificaciones
se denominan sterigmata secundarias. Las esporas maduras se dispersan en el
ambiente y en condiciones adecuadas dan origen a otra colonia de hongos, y cuando
las esporas se esparcen comunmente se mantiene vacio, es decir no contiene

protoplasma (Herrera y Ulloa, 2005).

Taxondémicamente los hongos estan agrupados en el reino Fungi, la clasificacion
dentro del reino es complicada y se basa principalmente en el tipo de estructuras
reproductoras que se forman tanto en los ciclos sexuales como asexuales. En forma
mas precisa: la presencia de ciclo sexual, el tipo de estructuras reproductoras, el
namero de grupos de complementacion y la presencia o ausencia de septos, son los

principales caracteres para clasificar a los hongos en tres grandes grupos, a saber:



Myxomycota (hongos mucilaginosos), Eumycota (hongos verdaderos) y Lichens
(hongos simbiontes). El grupo Eumycota se divide a su vez en cuatro grupos que son

Ascomicetos, Basidiomicetos, Ficomicetos y Deuteromicetos (Herrera y Ulloa, 2005).

Los Ascomicetos y los Deuteromicetos son hongos filamentosos, de estos ultimos el
género mas abundante es Aspergillus. En su mayoria no forman cuerpos
fructificantes o basidiocarpos, sino que crecen exclusivamente en forma de micelios.
Han sido considerados por largo tiempo organismos ideales para el estudio de las
caracteristicas fisioldgicas y genéticas de los eucariontes debido a su facil
manipulacion en laboratorio, su capacidad para crecer en medios quimicamente
definidos de bajo costo y a su rapidez de crecimiento que permite obtener varias
generaciones en poco tiempo. Ademas de que, tradicionalmente, se han utilizado a
algunos de estos microorganismos para fermentar alimentos y como productores de

antibidticos y enzimas hidroliticas (Wessels, 1999).
1.1.1 Aspergillus niger

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

le traslada al grupo Ascomiceto y el nombre se cambia de Aspergillus a Emericela.
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Tal es el caso de Aspergillus nidulans que presenta ciclo sexual por lo que seria mas
adecuado llamarle Emericela nidulans. Sin embargo, la mayoria de las personas lo
conocen y citan con su primer nombre por lo cual se ha conservado (Herrera y Ulloa,
2005).

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

lugar de identificar a la especie Aspergillus awamori. (Baker, 2006).

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

generalmente el sistema inmunitario puede combatir la invasion por Aspergillus.
1.1.2 Regulacioén de la sintesis de enzimas por hongos

Los hongos filamentosos como A. niger son organismos saprofitos, por lo que
secretan una gran variedad de enzimas que les permiten la asimilacion de polimeros
complejos de tejidos animales y vegetales, que utilizan como fuentes de carbono y
nitrégeno. Sin embargo, no seria eficiente para un hongo sintetizar continuamente
todas las enzimas hidroliticas de que es capaz. En cambio, los hongos filamentosos
sintetizan y secretan en grandes cantidades solo las enzimas hidroliticas necesarias

para degradar el medio en el cual se desarrollan, a esta caracteristica se le llama



control de la expresion genética (Meyer y col., 2010; Ichinose y col., 2013; Brown y
col., 2009).

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

basado en tres elementos genéticos basicos:

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

transcripcion del gen estructural.

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

estructural.

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

MRNA o proteina) y que puede tener una funcion estructural o catalitica.

Regulacion negativa: en condiciones normales, la union continua del represor con el
promotor impide la transcripcion del gen estructural cuando el inductor se halla
presente se une al represor, impidiéndole que se una al promotor, lo que permite la
transcripcion de los genes estructurales. Solo algunos genes de Aspergillus se han

reportado con este sistema de regulacion (Meyer y col., 2010).

Regulacion positiva: Se han localizado varias proteinas que se unen a los promotores
en presencia del inductor aumentando los niveles de transcripcion del gen
estructural. Estas proteinas se denominan factores de transcripcion. Varias hipotesis
se han formulado para explicar la regulacién de estas proteinas: en la primera se
propone que la presencia del inductor modifica estructuralmente a las proteinas
habilitandolas para unirse a la region del promotor, la segunda hipétesis propone que

la presencia de glucosa, por ejemplo, promueve la fosforilacion de los factores de



transcripcion permitiendo la union de estas proteinas a las regiones promotoras
aumentando la transcripcion del gen estructural. También se han localizado
promotores sensibles a nitrégeno, azufre y fosforo, incluso el gen pacc de A. nidulans
el cual modifica la expresion genética positiva o negativamente dependiendo del pH

extracelular (Meyer y col., 2010; Brown y col., 2009).

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

a diferentes niveles (Meyer y col., 2010; Brown y col., 2009).

a) Secuencias promotoras en la regiéon reguladora de cada uno de los genes. Este
tipo de regulacion de la expresion genética en los hongos filamentosos se realiza por
la actuacion de varias secuencias nucleotidicas, anteriores al gen estructural, que
regulan la transcripcidén del gen al que pertenecen. Por ello, estas secuencias son

responsables de los niveles basales de la expresion enzimética.

b) Secuencias de DNA responsables del control genético por induccion. A estas
secuencias es donde se unen las proteinas represoras o activadoras, las cuales

actuan como reguladores de la respuesta de induccion y represion.

c) Retroalimentacion de una ruta metabdlica especifica. Dentro de la regulacién por
retroalimentacion se ha identificado una serie de proteinas activadoras que se unen
al DNA en regiones de control. Ademas, se han ido encontrando un nimero creciente
de represores. Estos activadores o represores actian no sélo sobre un gen, sino
sobre un grupo de genes involucrados en una ruta metabdlica, como es el caso del
gen alc de A. nidulans que promueve la expresion de los genes inducibles alcA, alcR,
aldA involucrados en el metabolismo del etanol (Son y col., 2009; Ichinose y col.,
2013).

d) Regulacién global que depende de los niveles de carbono, nitrogeno, fésforo y
oxigeno. La expresion de muchos genes esta regulada ademas por controles
globales, que son mediados por un namero relativamente pequefio de proteinas
reguladoras, de modo que los niveles de carbono, nitrégeno, fosforo, oxigeno o

azufre, detienen o aumentan la expresiéon de algunas enzimas o de vias metabdlicas
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completas. Se ha encontrado que las proteinas responsables de la regulacion
enzimética son frecuentemente similares entre grupos afines (Meyer y col., 2010;
Ichinose y col., 2013).

Es de especial interés la regulacién catabdlica por carbono en la cual la expresion de
un determinado grupo enzimético no sélo esté dictada por la presencia del inductor,
sino principalmente por la ausencia de glucosa o de algun otro azlcar de asimilacion
sencilla en cantidades apreciables. En A. nidulans se han localizado 3 genes
involucrados en la represién catabdlica por carbono llamados: creA, creB y creC. El
gene creA es un inhibidor que actia uniéndose al DNA en multiples zonas capaces
de aceptarlo. Este gene se ha identificado en A. nidulans, Neurospora crassa y
Trichoderma viridae. La delecion o mutacién de los sitios de union a creA en el DNA
impide la represién por glucosa del gen en cuestion, sin afectar la regulacién de los
demas, pero la mutacion del gen creA produce mutantes catabolicamente des-

reprimidas para la sintesis de una amplia variedad de enzimas (Meyer y col., 2010).

La evidencia acumulada sugiere que los sitios de regulacion por union de proteinas
disponibles pueden sobreponerse o ser adyacentes unos a otros indicando una
competencia por unién al DNA, de tal modo que la expresion de una proteina
especifica seria el resultado de la suma de efectos causados por esta competencia
(Meyery col., 2010). Otra regulacién se localiza a nivel postranscripcional en el lumen
del reticulo endoplasmico; donde se modifican las proteinas a secretarse
principalmente por el proceso de glucosilacion. De este modo la regulacion de la
expresion enzimatica en hongos filamentosos queda ordenada de la siguiente
manera, las enzimas se mantienen expresandose, de manera constitutiva en
cantidades basales muy pequefas; debido a la presencia de secuencias promotoras
en las inmediaciones del gen estructural. Ademas, en presencia del inductor, el
represor se une a éste y libera el sitio de union del gen regulador, pero en la presencia
de concentraciones altas de glucosa los sitios de union a proteina son ocupados por
inhibidores de tipo creA. Al disminuir la concentracion de glucosa en el medio se inicia

la liberacién de los sitios de regulacion, al separarse el inhibidor del sitio de union, es



sustituido por factores especificos de transcripcion, de tal modo que, las enzimas
empiezan a secretarse dando origen a mas inductor llevando entonces a un control
por retroalimentacion con el substrato. Ademas, las condiciones prevalecientes en el
medio promueven modificaciones postranscripcionales en las proteinas (Meyer y
col., 2010; Kumar, y col., 2011; Rodriguez-Zufniga y col., 2012). Dentro de las
modificaciones postranscripcionales mas importantes, se ha estudiado la
glicosilacion de las proteinas en relacion con la eficiencia de la secrecién en el caso

de la quimosina en Aspergillus niger var. awamori (Nemoto y col., 2009).
1.1.3 Metabolismo aerébico

Con base en sus requerimientos o sensibilidad al oxigeno los microorganismos
pueden ser clasificados como anaerobios, aerobios estrictos y anaerobios

facultativos.

Los microorganismos aerdbicos necesitan oxigeno para obtener la energia de los
alimentos, y la concentracién del oxigeno en el medio de cultivo juega un papel
central en la regulacion metabdlica. Por ello, en el cultivo de este tipo de
microorganismos, el aire debe ser distribuido al interior del liquido de fermentacion
para pasar al interior de las células por difusiébn simple, tras esto debe cruzar el
citoplasma hasta el lumen mitocondrial. De este modo, el oxigeno consumido por los
microorganismos debe pasar a través de varias barreras antes de alcanzar la matriz
mitocondrial donde se usara como aceptor de protones al final de la fosforilacion
oxidativa. La concentracion de Oz que es ligeramente superior al 21% en el aire llega
a ser casi nula en la matriz de la mitocondria, el proceso de transferencia de oxigeno
se debe a su gradiente de concentracion entre las diferentes fases del cultivo. La
concentracion y la velocidad de transporte del oxigeno del aire a la biomasa puede
modificar de manera importante el comportamiento del microorganismo en el cultivo
al controlar la produccion de ATP y con ello toda la produccion energética de los
microorganismos (Pirt, 1975; Gougouli y Koutsoumanis, 2013).



1.2 Sacarosa

La sacarosa, comunmente conocida como azlcar de mesa, es un disacéarido
compuesto por moléculas de B-D-glucosa y B -D-fructosa unidas por enlaces 3 -1,4-
glucosidico. Cuando este enlace es roto, mediante una reaccion hidrolitica, se liberan
cantidades equimolares de glucosa y fructosa. Esta mezcla de monosacéridos se
llama azucar invertida, esto se deriva del hecho que la sacarosa desvia la luz
polarizada hacia la derecha (dextrorrotatorio, +66.51°), mientras que los productos
de hidrdlisis rotan la luz polarizada hacia la izquierda (levorrotacién —201° para la

mezcla, 52.1° para la D(+)glucosa y 92.1° para la D(-)fructosa).

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

reaccion que se presenta a continuacion.
Sacarosa + H20 ---> glucosa + fructosa.

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

la enzima sacarasa, 0 mas comunmente, invertasa. (Dupas y col., 2017)

1.3 Invertasa

La invertasa es una enzima que es producida por plantas y microorganismos, En los
80"sy 90"s esta enzima recibié mucha atencion como un buen modelo para el estudio
de enzimas glucosiladas secretadas por levaduras y hongos filamentosos que tienen
como inductores de la sintesis de esta enzima a los azUcares, sacarosa y la rafinosa
los cuales también funcionan como substratos para la invertasa extracelular de
Aspergillus niger (Mukherjee y Sengupta, 1985; Hussain y col., 2009; Pérez y col.,
1996).



El nombre oficial de la invertasa es (3 -fructofuranosidasa (EC3.2.1.26). Esto implica
gue la reaccion catalizada por esta enzima es la hidrdlisis de residuos terminales no
reductores fructofurandsidos de B —fructofurandsidos. Esta reaccion es compartida
por la B -D-glucosidasa, ademas la sacarosa puede hidrolizarse en medio acido sin

intervencioén de la invertasa.

La invertasa se utiliza principalmente en la industria de alimentos (confiteria) donde
la fructosa es preferible a la glucosa debido a que es mas dulce y no cristaliza tan
facil. Sin embargo, el uso de la invertasa es limitado debido a que la glucosa
isomerasa puede ser utilizada para convertir directamente la glucosa en fructosa a
un costo mas bajo. Para el uso de la invertasa en alimentos se requiere de una
proteina altamente purificada, a fin de no alterar el sabor y preservar la salud de las

personas.

La invertasa es producida por una gran variedad de organismos que pueden utilizar
la sacarosa como fuente de carbono. En el ambito comercial la invertasa se produce
principalmente por cepas de levaduras como Saccharomyces cerevisiae 0
Saccharomyces pastorianus. Aln dentro del mismo cultivo de levaduras existen
diferentes especies de invertasa. Por ejemplo, la invertasa intracelular tiene un peso
de 135 KDa, mientras que la invertasa extracelular pesa 270 KDa (Andjelkovic y col.,
2010; Viana y col., 2009; Pelechano y col., 2013).

Contrariamente a la mayoria de las enzimas, la invertasa es muy tolerante a los
cambios de pH, presentando una actividad relativamente alta entre pH de 3.5a 5.5
con el méximo a pH 4.5. La actividad maxima se alcanza a 55°C. Los valores de Km
varian mucho de una especie a otra, pero la mayoria se encuentran entre 2 mM a 5
mM, con un valor tipico de 3 mM para la enzima libre (Boddy y col., 1993; Truijillo-
Toledo., 2019; Mussatto y col., 2009).
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1.4 Fermentacion liquida

Se puede definir a la fermentacion liquida (FL) como un cultivo de células
microbianas dispersas en forma homogénea en un recipiente agitado que puede o
no ser aireado por medios mecanicos. La forma de fermentacion liquida mas utilizada
en los laboratorios de investigacion es el matraz agitado. El desarrollo de esta técnica
ha sido importante porque ha permitido el cultivo de organismos aerdbicos en
condiciones homogéneas con una densidad moderada de la biomasa y ha
simplificado el estudio de la fisiologia de los organismos. A su vez, el cultivo de
suspensiones de células en fermentadores agitados ha evolucionado a gran escala,
pues no es raro ver fermentadores con volumenes superiores a 10 mil litros, en los
cuales se producen todo tipo compuestos derivados del metabolismo microbiano. En
estos sistemas, la agitacion mecéanica permite aumentar la transferencia del gas a la
biomasa de tres formas bésicas: 1) Dispersa el gas en burbujas mas pequefas
incrementando el area de interfase gas-liquido. 2) Incrementa el tiempo de contacto
de liquido con las burbujas de gas. 3) Disminuye el grueso de la capa estacionaria
del liquido al aumentar la turbulencia del cultivo. Ademas, la agitacion mezcla el
cultivo manteniéndolo homogéneo. Esto es particularmente importante para la
dispersion de la biomasa y la transferencia de calor (Jezkova y col., 2021). Los
productos metabdlicos y el calor se dispersan facilmente, por lo que, no son un factor
limitante para el crecimiento del microorganismo. La barrera principal de
transferencia del Oz en la FL, es su baja solubilidad en el agua y, al hacerse mayor
la capa de agua que debe cruzar, aumenta la dificultad para que llegue a la célula.
Gran parte del gasto energético que debe realizarse en la FL esté relacionado con la
necesidad de satisfacer la demanda de oxigeno en el crecimiento de los
microorganismos, esto es muy claro en el caso de Aspergillus niger, que es un
organismo aerobico estricto y necesita una alta tasa de transferencia de oxigeno para
mantener su crecimiento y producir muchos de los metabolitos de interés (Gougouli
y col., 2013; Solomon, 1975; Singhania y col., 2010).
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1.5 Fermentacioén soélida

La fermentacién soélida (FS) puede ser definida como un cultivo de microorganismos
adheridos a un soporte solido poroso y humedecido en el cual el medio liquido esta
extendido en una capa muy fina en contacto con una interfase aérea. Las bacterias,
levaduras y hongos son los microorganismos que pueden crecer en fermentacion
sOlida, pero la mayoria de las investigaciones se llevan a cabo con hongos
filamentosos. El crecimiento en forma de micelio y su tolerancia a bajas actividades
de agua y condiciones de alta osmolaridad hacen que los hongos sean la microflora

natural mas adecuada para la fermentacién sélida.

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

eficientemente la superficie de cultivo (Subramaniyam y col., 2014).

La estructura de la pared celular unida al crecimiento por las puntas y la ramificacion
da a los hongos una estructura sélida y firme que les permite penetrar en el interior
de la matriz sélida. Las enzimas hidroliticas son excretadas por las puntas de las
hifas sin que se diluyan como en el caso de la fermentacién liquida lo que hace la
accion de las enzimas hidroliticas muy eficiente y les permite penetrar en la mayoria
de los substratos sdlidos, o que aumenta la disponibilidad de los nutrientes del

interior de los substratos (Singhania y col., 2010)

Existe un gran interés en la utilizacibn de A. niger para transformar desechos
agroindustriales en productos bioquimicos de valor comercial, por medio de la

fermentacion soélida (FS), porque se ha encontrado que durante la FS se manifiestan
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caracteristicas fisiologicas diferentes en los microorganismos en comparacion con la
FL.

Entre los productos comerciales mas importantes, se encuentran algunas enzimas
gue son excretadas al medio y cuya produccion por FL se presenta en forma muy
disminuida debido a los fendmenos de represion catabodlica (Mrudula y Murugammal,
2011). A veces, las enzimas producidas por FS tienen caracteristicas modificadas,
COmo un aumento en su termorresistencia, menores tiempos de produccion y mayor
actividad (Thomas y col., 2013; Moo-Young y col., 1983; landolo y col., 2010; Saratale
y col., 2014; Hashemiy col., 2010; Viniegra-Gonzélez, 2014; Mrudula y Murugammal,
2011; Kumar, y col., 2011).

Los efectos que se derivan de la utilizacion de FS sobre los microorganismos son
multiples como modificaciones en el transporte de azucares, la composicion de la
pared, la membrana celular y en la actividad enzimética (Kumar y col., 2020; Liang y
col., 2020). Mientras que las bacterias y las levaduras requieren de alta actividad de
agua (Aw > 0.98), los hongos filamentosos pueden crecer con valores de Aw tan bajos
como 0.85, y por esta razén, son microorganismos muy bien adaptados para la
fermentacion sélida. Pandey (1992) sugiere incluso que un bajo nivel de Aw favorece
la germinacion y el crecimiento miceliar de los hongos (Saratale y col., 2014; Hashemi
y col., 2010).

El soporte de la fermentacion sélida debe cumplir con varios requerimientos como

son.

e Poseer una matriz porosa que puede ser biodegradable o inerte, y requiere
presentar una gran superficie de area por volumen dentro del rango de 103 o
10% cm?/cm?® que permita el crecimiento microbiano en la interfase sélido-
liquido. Debe absorber agua en una o varias veces Su propio peso con una
actividad de agua relativamente grande en la interfase sélido-liquido para

poder permitir una alta velocidad de los procesos bioquimicos.
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e La mezcla de oxigeno con otros gases y aerosoles deben pasar a través del
cultivo con relativa facilidad, la superficie sélido-liquido debe ser un buen
habitat para permitir el crecimiento de microorganismos que crecen
rapidamente como bacterias y hongos.

e La matriz solida debe resistir la compresion y un mezclado suave que podria
requerir cada tipo de fermentacion. Esto requiere particulas pequefas y
granulosas que no tiendan a unirse unas a otras.

e La matriz sélida debe estar libre de contaminantes y de inhibidores del
crecimiento de los microorganismos y debe ser capaz de absorber o contener
substratos para el crecimiento microbiano como carbohidratos, fuentes de

nitrégeno y sales minerales.

Estas condiciones son cumplidas por la mayoria de los soportes naturales utilizados
en la fermentacion soélida como el bagazo de cafia, el salvado de trigo, etc. Existen
también soportes inertes que cumplen con estos requerimientos y que se han
utilizado para la fermentacién sdélida como la amberlita y, especialmente, el

poliuretano.
1.6 Fermentacion sumergida

La fermentacion sumergida FMS puede ser definida como un estado intermedio en

el que se combinan los medios sélido y liquido.

Aungue las fermentaciones soélidas son relativamente faciles de desarrollar en
pequefia escala, el escalado de las mismas a las proporciones necesarias para
productos comerciales es bastante complicado, este tipo de problematica es la que
se desea evitar con este tipo de fermentacion sumergido, ya que la homogeneidad
de la temperatura , como del medio y el indculo es igual gracias a su exterior liquido,
gue permite una mejor transferencia de calor asi como distribucion, mientras que la

captura de oxigeno y superficie, son mejores gracias a los soportes solidos.

En este caso se utiliza el mismo soporte que en la fermentacion sélida que el medio

sélido, espuma de poliuretano, debido a sus caracteristicas antes descritas, usando
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solo 0.1 g de espuma y el mismo medio de cultivo para ser comparado en su

produccién de biomasa y enzima invertasa.
1.7 Diferencias entre fermentacion solida, liquida y sumergida

A partir del conocimiento de las diferencias fisicas existentes entre ambos sistemas
de fermentacion, es posible definir algunas diferencias entre ambos tipos de cultivo

y su papel sobre la fisiologia de crecimiento de Aspergillus niger.

a) Los coeficientes de difusion efectivos pueden ser muy diferentes entre
fermentacion liquida y fermentacién soélida, porque la relacion area/volumen del
medio liquido generalmente es varios 6rdenes de magnitud menor que en la delgada
capa de agua extendida en soporte poroso que se da en la fermentacion sélida. En
un matraz Erlenmeyer de 125 ml con 25 ml de liquido, la relacién a/v en la interfase
es del orden de 1 cm?/cm3. En cambio, si tal liquido se extiende en una capa delgada
y uniforme de un espesor cercano a las 50 micras, el cociente a/v= 200 cm?/cm?.
Debido a que el transporte de oxigeno depende de este cociente, se puede inferir

gue serd mas rapido para la fermentacion sélida que para la fermentacion liquida.

b) Los tiempos de mezclado seran mucho menores en el medio liquido que en el
liquido agitado. En forma tipica, un matraz Erlenmeyer agitado a 200 rpm tendra un
tiempo de mezclado de unos pocos segundos, mientras que, en una lamina de liquido
no agitado, el tiempo de mezclado depende de la difusion de los solutos y tipicamente
esta dada por el cociente, L?/Dh20, siendo L la distancia promedio, entre los cimulos
de esporas sembradas, que en el medio de cultivo podrian estar separadas en forma
tipica, por distancias aproximadas de 100 a 1000 micras. El coeficiente de difusion
de la glucosa en agua es D= 6*10% cm?/seg. El tiempo de mezclado resultante estaria
en el intervalo de 102 a 103 seg. Esta diferencia fisica indica que seria mas facil formar
microgradientes de solutos en la FS que en la FL, como, por ejemplo, gradientes de
concentracion de substratos, productos, enzimas excretadas al medio. Esta
propiedad es muy usada para medir la potencia de excrecion de productos en

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

d) En el medio sumergido FSM lo que se busca es la combinacién de estas dos
técnicas, en el cual se tengan los beneficios de ambas, por un lado, la mayor
produccién de biomasa al tener mayor oxigeno y una superficie a la cual adherirse,
y por otro lado la facilidad de homogenizar la temperatura y el medio en el caso de
medio liquido, ya que en medio sdélido requiere cierta atencién cada 12 horas para
volver a reacomodar el poliuretano, cosa que a una mayor escala seria muy

complejo.

Por lo tanto, en este estudio comparativo de la produccién de enzimas de Aspergillus
niger entre FL, FS y FSM se tomaron en cuenta estas diferencias para poder analizar
y en su caso, explicar las posibles variaciones de productividad enziméatica en cada
medio de cultivo, también es importante estudiar dichas diferencias fisiologicas,
usando coeficientes cinéticos de comparacién relacionandolos con observaciones

microscopicas del crecimiento del micelio.
1.8 Poliuretano

Un método de fermentacion en estado solido se ha desarrollado utilizando espumas
de poliuretano (PUF) como soporte inerte impregnando sobre él un medio de cultivo
liquido sintético, donde se simula la composicién nutricional y condiciones de cultivo

gue anteriormente se llevaba a cabo en salvado de trigo. Con este sistema, la
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biomasa, que es un parametro importante para la evaluacion de la fermentacion en
estado solido puede ser medido directamente (Hu y col., 2011). EI PUF anteriormente
fue utilizado por Fujishima en 1972, para la produccién enzimatica de varias especies
de hongos. En 1994 Zhu y col. utilizaron PUF para producir nucleasa P1 de
Penicillium citrinium. Desde entonces el PUF ha sido utilizado mas como un proceso
de inmovilizacién celular que como un proceso limpio de produccién enzimética para
la busqueda de disefio de reactores mas eficientes (inmovilizacion, detoxificacion,

obtencion de metabolitos).

La composicién del medio de cultivo es factor importante ya que influye sobre la
diversidad y la calidad de las enzimas. La produccion de enzimas en medio solido
con medios de cultivo sintéticos impregnados sobre soporte inerte, permite estudiar
el comportamiento de los hongos filamentosos con relacion a la composiciéon del
medio de cultivo, la influencia de la actividad del agua, la liberacién de calor, asi como
la influencia de la transferencia de gases. La recuperacion de metabolitos en estas
condiciones se realiza por prensado lo que permite obtener un producto concentrado.
En cultivos sélidos en los cuales el soporte es también el substrato, es dificil evaluar
la influencia de un solo factor sobre el comportamiento de un microorganismo ya que,
en gran parte, estos substratos son muy complejos y dada su composicion se dificulta
la determinacion de los diferentes pardmetros importantes en cultivos sélidos (Bafios
y col., 2009).

La composicion del poliuretano lo convierte en un medio ideal para el cultivo de
hongos al permitir el crecimiento del hongo sobre las trabéculas que se forman en la
espuma, ademas el poliuretano no atrapa el agua, por lo que no disminuye la Aw del

medio de cultivo y no compite con el organismo por el agua libre.

La espuma atrapa una gran cantidad de aire lo que permite al hongo crecer en un
medio rico en oxigeno. Al no ser biodegradable no produce efectos secundarios
sobre la induccidon o secrecion de las enzimas y permite determinar de manera

adecuada la biomasa producida por el microorganismo (Mazotto y col., 2003).
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En este estudio se utilizé poliuretano como soporte inerte a fin de poder medir lo que
realmente esta pasando durante el cultivo de Aspergillus niger en fermentacion

sélida.

El uso de este soporte permite regular perfectamente la presencia de inductores que
determinan la produccién de enzimas. Otra ventaja es que el poliuretano es no
biodegradable, lo que permite llevar a cabo la determinacion del peso seco real del

hongo por gravimetria.

La tercera ventaja esta en la porosidad del material, que permite que los espacios
del poliuretano se llenen de aire que es facilmente utilizado por el hongo y que cumple
con todos los requerimientos estipulados como necesarios para un soporte inerte de

fermentacion solida.
1.9 Acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS).

El método DNS determina la presencia de grupos carbonicos libres (C=0) de los
azucares reductores. Se basa en una reaccion redox, en la que el acido 3,5
dinitrosalicilico provoca la oxidacion de los azucares. Un mol de azucar reacciona
con un mol de acido 3,5 dinitrosalicilico, dando lugar a una reacciéon estequiométrica

gue permite conocer la cantidad de azucares reductores presentes.
1.10 Justificacion

Se ha reportado que el tipo de crecimiento tiene un efecto sobre la produccion
enziméatica y modifica la productividad de la enzima invertasa por Aspergillus niger
cultivado en fermentacién soélida con respecto a la produccion en fermentacion
liquida, debido principalmente a una mayor y mas rapida produccion de biomasa en
fermentacion solida y por una mejor distribucion de oxigeno en el medio, por lo que
se propone un sistema hibrido llamado fermentacién sumergida donde se espera una
mayor facilidad de producciéon debido a la homogenizacion del medio, el inéculo y la
temperatura, ademas de una mayor posibilidad de escalar la produccion, teniendo

una produccion cercana a la fermentacion solida.
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2. HIPOTESIS

Se supone que el cultivo sumergido, tendra una produccién de invertasa cercana a
la produccion del cultivo solido, pero con las ventajas del cultivo liquido como lo son

una mejor homogenizacién del medio, el in6culo y la temperatura.
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3. OBJETIVOS
3.1 General

Comparar el crecimiento y produccién enzimética de Aspergillus niger en los

sistemas de cultivo de fermentacion sélida, liquida y sumergida.

3.2 Especificos

e Preparar los sistemas de cultivo de A. niger por fermentacion sélida, liquida y
sumergida.
e Comparar la produccién de biomasa en los tres sistemas de cultivo.

e Realizar el andlisis comparativo de produccion de invertasa para los tres

sistemas de cultivo.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales
4.1.1 Cepa

Se utilizé la cepa silvestre N402, ampliamente utilizada como cepa modelo para
estudiar la genética de Aspergillus niger (Bos y col., 1988). Fue mantenida en viales
de resiembra con medio PDA a 4 °C y se resembro cada 4 meses. Los cultivos para

in6culo se cultivaron en PDA durante las 72 horas previas a las fermentaciones.
4.1.2 Poliuretano

La espuma de poliuretano con una densidad media de 17 Kg/m?3, se compré de un
proveedor comercial, se cortaron en cubos de 5 mm por lado y se lavé dos veces con
agua caliente. El poliuretano ya lavado se escurrié y se secé en un horno a 70 °C
durante toda la noche. Posteriormente, se introdujo 1 gramo para la fermentacion
séliday 0.1 gramos para la fermentacion sumergida de poliuretano seco en cada uno
de los matraces Erlenmeyer y se esterilizo en autoclave a 15 psi por 15 minutos.

4.1.3 Incubadora

Se utiliz6 una incubadora MRC LOM-150 a 150 rpm y 30 °C de temperatura.
4.1.4 Espectrofotbmetro

Se utilizé un Espectrofotémetro uv-vis Vevor modelo PWFRCO005.

4.1.5 Potencibmetro

Se utiliz6 un potencibmetro Hanna Instruments HI 98107.

4.1.6 Microscopio optico.

Se utilizé un Microscopio Binocular biologico. Modelo VE-B1.
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4.1.7 Medios de cultivo

Se formul6 el medio de cultivo con base en el medio de Pontecorvo (Pontecorvo y
col., 1953) modificado de la siguiente manera, NaNO3s 15.0, KH2PO4 1.76, KCI 0.76,
MgSOa4 0.76, FeCl2 0.001, CuSO4 0.001, MnCl 0.001, ZnCl 0.001 en g/L. El pH del
medio se ajustd a 6.5 y se afiadieron 100 g/L de sacarosa el medio se esteriliz6 a 10
PSI por 15 minutos. La inoculacion se realizdé con 2 x 107 esporas por gramo de
fuente de carbono. EI mismo medio inoculado se repartira en los cultivos sdlido,

liquido y sumergido.
4.2 Métodos
4.2.1 Fermentacion liquida

La fermentacion liquida se realizé en matraces Erlenmeyer de 125 ml de capacidad,
llenos con 25 ml de medio ya inoculado. Se incubo a 30°C en una incubadora orbital
a 150 rpm por 24, 48 y 60 horas.

4.2.2 Fermentacion sélida

25 ml de medio inoculado se mezcld con 1 gramo de poliuretano estéril preparado
como se describe mas adelante dentro de un matraz de Erlenmeyer de 250 ml. Se
incubo a 30 °C por 12, 24, 36 y 60 horas.

4.2.3 Fermentacién sumergida

La fermentacion sumergida se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 125 ml con 25 ml
de medio inoculado y se le agrego 0.1 g de poliuretano. Se incubo a 30 °C en una

incubadora orbital a 150 rpm por 24, 48 y 60 horas.
4.2.4 Determinacion de la biomasa en fermentacion liquida

Los cultivos de fermentacion liquida se retiraron a las 24, 48 y 60 horas segun
corresponda y se filtr6 a través de papel filtro Whatman No.1; la biomasa retenida se

lavd con 100 ml de agua destilada y se seco en el horno a 70 °C, ocasionalmente
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una cuarta parte de la biomasa se retiré y se utilizé para determinar la actividad de
invertasa intracelular, en estos cultivos la biomasa se determiné por medio de la

fraccion usada para la determinacion de la biomasa seca.
4.2.5 Determinacion de la biomasa en fermentacion solida

El poliuretano utilizado para el crecimiento del hongo se extrajo del matraz y se
estrujo para obtener el extracto de fermentacion solida; este poliuretano se lavd y se
seco a 70 °C, para determinar la fraccion de peso seco perteneciente a la biomasa.
Ocasionalmente se utiliz6 un gramo en peso fresco del poliuretano para determinar

actividad intracelular y se procedi6 igual que en FL.
4.2.6 Determinacion de la biomasa en fermentacién sumergida

El poliuretano utilizado para el crecimiento del hongo se extrajo del matraz y se
estrujo para obtener el extracto de fermentacién solida; este poliuretano se lavo y se
seco a 70 °C, para determinar la fraccién de peso seco perteneciente a la biomasa.
El resto del medio se filtr6 a través de papel filtro Whatman No.1; la biomasa retenida

se lavé con 100 ml de agua destilada y se sec6 en el horno a 70 °C.
4.2.7 Determinacion de pH

Se determindé el pH utilizando un potencidmetro Hanna Instruments HI 98107

tomando una muestra de 10 ml del medio previamente filtrado.
4.2.8 Extraccion de enzimas

Los extractos de fermentacion liquida se filtraron a través de papel filtro Whatman
No. 1. El filtrado de ensayo fresco se us6 para determinar la actividad de invertasa.
La enzima de FS se extrajo por presion suave del poliuretano. El liquido se filtré a
través de papel filtro Whatman No. 1. El filtrado se utilizé fresco para determinar la

actividad de invertasa.
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4.2.9 Extractos Intracelulares

Los extractos intracelulares se obtuvieron congelando el micelio o el micelio mas el
poliuretano y moliéndolo en un mortero frio hasta obtener un polvo fino que se re
suspendio en buffer frio de acetatos 0.1 M (pH 5.5), la parte soluble se separé por
filtracion y se ensayé en menos de 6 horas. A la parte insoluble se le determino la
actividad de invertasa.

4.2.10 Ensayos Enzimaticos

La actividad de invertasa se determiné por medio de la liberacion de azlcares
reductores, los cuales se determinaron por DNS (McKee, 2017). Las condiciones de
ensayo fueron 30 minutos a 30 °C, 0.1 M de sacarosa 0.35 ml, buffer de acetatos 0.1
M con pH 5.5, 0.5 ml y se utilizé 0.15 ml de extracto enzimatico diluido 1/10. Una
unidad enzimética se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para liberar un

micromol de azlcares reductores por minuto.
4.2.11 Cuantificacion de proteina en los extractos

La cuantificacion de proteinas se determiné por medio del método de Bradford, en el
cual, se tomaron diluciones 1/100 de los extractos, donde se tomaron< 0.8 ml de
dilucion y se le agregaron 0.2 ml de Reactivo de Bradford, para después vortexear e
incubar por 5 minutos, después de periodo de incubacién se leyo en el

espectrofotometro a 595 nm.
4.3.1 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con ANOVA que es el andlisis de la varianza que
permitié6 determinar si diferentes tratamientos muestran diferencias significativas o

por el contrario puede suponerse que sus medias poblacionales no difieren.
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4.4. Disefio experimental

Se utilizé la cepa silvestre Aspergillus niger N402 y se mantuvo en viales de
resiembra con medio PDA a 4 °C y se resembraron cada 4 meses. Los cultivos para

in6culo se cultivaron en PDA durante las 72 horas previas a las fermentaciones.

Se prepararon las fermentaciones por triplicado, preparando en el caso de
fermentacion solida, muestras cada 12, 24 y 36 horas, para la fermentacion liquida

muestras cada 24, 48 y 36 y para la fermentacion sumergida 24, 48, 36 y 72 horas.

Después se recolecto la biomasa de acuerdo a cada fermentacion y se guardaron

las muestras a -20 °C para su analisis.

Se realizaron las pruebas enzimaticas a todas las muestras y se realizo el analisis
estadistico con ANOVA.
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5. RESULTADOS

5.1 Biomasa.

(A) (B)

(©)

Figura 1. Comparacion del tipo de crecimiento de biomasa producida por
Aspergillus niger N402 a las 24 horas en cultivo liquido (A), cultivo solido (B), cultivo
sumergido (C) y microfotografias de Aspergillus niger en poliuretano (D).

En la figura 1 se presenta una comparacion del tipo de crecimiento del hongo
Aspergillus niger en los cultivos liquido, sélido y sumergido tras un periodo de 24
horas de cultivo, en la figura 1(A) podemos observar que en el cultivo liquido se
forman esferas de micelio que tiene el nombre de pellets como resultado del
crecimiento del micelio en el medio liquido donde no tiene superficie a la cual unirse;
en la figura 1(B) en el cultivo sélido no es visible la formacion de biomasa ya que ésta
comienza a crecer en el interior de los cubos de poliuretano, pero la observacion al
microscopio, figura 1(D), permite ver como el hongo crece en forma de zarcillo que
se enredan alrededor de las trabéculas del poliuretano de manera que no ocupa el

espacio aéreo dentro de las burbujas de que esta formado el poliuretano (Viniegra y
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col., 2001). En la figura 1(C) se muestra el cultivo sumergido donde la biomasa es

visible ya que comienza a crecer en las zonas externas de los cubos de poliuretano.

Figura 2. Comparacion del tipo de crecimiento de la biomasa producida por
Aspergillus niger N402 a las 60 horas en cultivo liquido (A), cultivo sélido (B) y
cultivo sumergido (C).

En la figura 2 se presenta la comparacion del tipo de crecimiento de biomasa en los
sistemas de cultivo liquido, sélido y sumergido que se alcanza a las 60 horas de
cultivo, en la figura 2(A) se observa la formacion de pellets mas grandes de biomasa
y la adhesion de micelio en la zona superior del liquido que hace contacto con las
paredes del matraz, estas zonas de micelio muestran esporulacién marcando el final
del cultivo. En la figura 2(B) se presenta el cultivo sélido donde cada cubo de
poliuretano se encuentra lleno de biomasa, al grado de que ya es visible desde el
exterior y es aqui donde podemos notar que los hongos ya han empezado a
esporular. En la figura 2(C) se presenta el crecimiento de biomasa del cultivo
sumergido donde la biomasa ha crecido dentro de los cubos de poliuretano hasta
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llenarlos y podemos observar el mismo comportamiento de adhesion a las paredes
del matraz Erlenmeyer, aunque a diferencia del cultivo liquido el micelio libre y el

adherido al matraz se desarrolla como micelio disperso.
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Figura 3. Produccién de biomasa por Aspergillus niger N402 en cultivo liquido (®) ,
cultivo sélido (M) y cultivo sumergido (A ).

En la figura 3 se muestra la cinética de produccién de biomasa en los sistemas de
cultivo liquido, solido y sumergido. Podemos observar que la acumulacion de
biomasa en cultivo solido se realiza de manera exponencial durante las primeras 36
horas y se detiene para el resto del cultivo manteniendo el mismo valor hasta las 60
horas. En los sistemas de cultivo liquido y sumergido el hongo mostré un
comportamiento de acumulacion de biomasa muy parecido en ambos, con un
crecimiento continuo durante todo el cultivo, aunque el cultivo sumergido muestra un

crecimiento ligeramente menor en las Ultimas 12 horas de cultivo. Podemos observar
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que en el cultivo liquido se presentd un incremento continuo de biomasa durante todo
el tiempo de cultivo alcanzando los 14.14 g/L de biomasa a las 60 horas; mientras
gue para cultivo sumergido se dio un crecimiento acelerado hasta las 24 horas
cuando alcanza el valor de 10.59 g/L de biomasa y posteriormente esta velocidad
disminuye sensiblemente por lo que termina con un valor similar a la de la
fermentacion liquida de 15.5 g/L a las 60 horas. Por otra parte, el cultivo sélido
presento una fase de acumulacién de biomasa mucho mas rapida alcanzando un
valor de 43.62 g/l de biomasa acumulada a las 36 horas, momento en que se inicia
la esporulacién en el cultivo, este valor se mantiene practicamente igual llegando a
45.60 g/l a las 60 horas.

5.2 pH.
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Figura 4. Cinética de pH en los cultivos de Aspergillus niger N402 en cultivo liquido
(®) ,cultivo sélido (M) cultivo sumergido (A)
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En la figura 4 se muestra la cinética de pH en los sistemas de cultivo sélido, liquido
y sumergido, en la gréfica se puede observar un comportamiento muy similar en los
3 sistemas, mostrando un mayor descenso del pH en el cultivo solido y este valor
posteriormente se mantiene estable, mientras que en el cultivo sumergido se da una
disminucion mas suave que se mantiene sobre el pH del cultivo sélido y es hasta las
60 horas que se alcanza un valor de pH menor al del cultivo sélido, para el cultivo
liquido se observa que el pH solo toma 24 horas para alcanzar el valor de cultivo
sélido y se mantiene estable hasta alcanzar las 48 horas donde vuelve a disminuir el

pH a las 60 horas.

El cultivo liquido alcanzé un valor de 3.76 a las 24 horas y presenta una segunda
caida a un valor de 3.16 a las 60 horas de cultivo. En el cultivo sumergido se observa
el mismo comportamiento con un valor de 4.53 a las 24 horas manteniéndose estable
hasta las 48 horas y mostrando un segundo descenso a un pH de 3.4 a las 60 horas.
En el cultivo solido, la disminucion fue mas rapida, llegando a un valor de pH igual a
4.43 a las 12 horas de cultivo y alcanza un valor de pH estable entre 4.0 con un valor
final de 3.8.
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5.3 Actividad enzimaética.
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Figura 5. Comparacion de actividad enzimatica en cultivos de Aspergillus niger
N402 en fermentacion liquida (®), fermentacién sdlida (M), fermentacion sumergida
(A)en Ul/L

En la figura 5 se muestra la curva de produccion de invertasa en los sistemas de
cultivo sdélido, liquido y sumergido, en la grafica podemos observar que el cultivo
solido presenta una mayor actividad de invertasa en mucho menor tiempo que los
cultivos liquido y sumergido, que presentan actividades y tiempos de produccion muy
parecidos entre si. La produccion enzimatica por cultivo sélido comienza con un
periodo de aumento exponencial a partir de las 12 horas de fermentacion alcanzando
el punto maximo de produccion a las 36 horas, tras lo cual entra a una fase
estacionaria. Mientras tanto los sistemas de cultivo liquido y sumergido muestran un
comportamiento muy similar de incremento continuo de la actividad hasta las 48
horas y a partir de ahi tienen un pequefio crecimiento exponencial, que coincide con

el final de la fermentacion.
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La produccion de invertasa por cultivo sélido alcanza las 2558.46 UI/L a las 36 horas,
y este valor de actividad de invertasa se mantiene hasta el final de la fermentacion a
las 60 horas. Mientras que la curva de produccién por fermentacion liquida y
sumergida parecen comportarse de manera parecida los valores de produccién son
muy diferentes al término del periodo de aumento continuo a las 48 horas, el cultivo
sumergido alcanza el valor de 389.62 UI/L y el cultivo sumergido alcanza un valor de
523.33 UI/L, es decir un 30% mas, esta proporcion se mantiene después del periodo
de incremento acelerado a 60 horas cuando la produccion de invertasa crece en un
factor aproximado de 2.5 X, pasando a 1038.15 UI/L para cultivo liquido y 1232.59
UI/L para cultivo sumergido, con lo que podemos observar que la produccion de
invertasa es de al menos el doble en cultivo sélido de lo que se alcanza en los otros
dos sistemas de cultivo, y ademas, el valor maximo de produccion se alcanza en solo

36 horas en contra las 60 horas que requieren los sistemas sumergido y liquido.
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5.3.1 Actividad enzimética intracelular.
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Figura 6. Comparacion de actividad enzimatica intracelular en cultivos de
Aspergillus niger N402 en fermentacion liquida (®) , fermentacion solida (W)
fermentacién sumergida (A)

En la figura 6 se muestra la produccion de invertasa intracelular en los sistemas de
cultivo sdélido, liquido y sumergido, en la grafica podemos observar que el cultivo
sélido presenta una mayor actividad de invertasa intracelular y en menor tiempo en
comparacion de los de los otros dos sistemas de cultivo y éstos a su vez muestran

comportamientos muy similares, siendo el cultivo sumergido ligeramente superior.

En el cultivo sélido, la invertasa intracelular tuvo un aumento exponencial a partir de
las 12 horas y llegando a un valor maximo de 473.33 U/L a las 36 horas,
manteniéndose estable y aumentando muy poco de manera lineal hasta un valor de
505.780 U/L a las 60 horas, mientras que en la fermentacion liquida el valor de la

invertasa intracelular tuvo un aumento lineal durante las primeras 48 horas de
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produccion llegando a un valor de 168.519 U/L , después del cual tuvo un aumento
exponencial llegando a un valor de 319.63 U/L y la fermentacion sumergida mostré
un comportamiento muy similar al del cultivo liquido, con una ligera diferencia
superior, de la misma manera tuvo un aumento lineal durante las 48 primeras horas
de cultivo llegando a un valor de 202.593 y posteriormente teniendo un aumento
exponencial de 48 a 60 horas en la que llegd a una actividad de invertasa maxima
de 351.48 U/L, la diferencia de invertasa intracelular del cultivo liquido y el sumergido
fue de tan solo 31.58 U/L.

La produccion de invertasa esta relacionada proporcionalmente con la produccion de
biomasa, el cambio de produccién de la biomasa es debido a la disposicion de
oxigeno en el medio, una disminucion de oxigeno, representa una disminucion muy
grande en la energia disponible y por ello su crecimiento ya que la carencia de
oxigeno aumentaria el flujo de carbono a productos secundarios reduciendo la

produccion de biomasa (Patil y Dayanand, 2006).

La disposicién de oxigeno en el medio es resultado del soporte en el cual se
encuentra el cultivo, mientras que en el cultivo liquido Aspergillus niger se encuentra
sumergido en el liquido, cuenta con una disposicion de oxigeno de 14.6 mg/L en el
cultivo solido el hongo se encuentra rodeado de aire con un 21% de concentracion

de oxigeno.

En el caso del cultivo sumergido, al combinar las técnicas se muestra un aumento en
comparacion con el cultivo liquido en la produccién de biomasa y por lo tanto de
invertasa, sin embargo, al ser solo el 10% del soporte solido, el aumento es menor

en comparacion del cultivo solido.

Esto no solo nos muestra un cambio considerable en la produccién de invertasa, si
no en la velocidad de crecimiento, ya que el cultivo sélido a las 36 horas ya ha llegado

a su maximo de produccion de biomasa y de invertasa.

Estos resultados coinciden con los encontrados en Mason y Egli (1993), quienes

sugirieron que la naturaleza del primer nutriente agotado es relevante para el
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progreso posterior de la fase de desaceleracion, comportamiento observado en los
cultivos liquido y sumergido, en donde se puede observar la escases de oxigeno en
las ultimas horas de cultivo, contra el cultivo sélido, en donde se observa que cuenta
con suficiente disposicion de oxigeno, pero el nutriente que se agota primero es el

carbohidrato.

La invertasa intracelular es la primera en producirse y con mayor velocidad en el caso
del cultivo sélido, se encontré un comportamiento muy similar en la produccion de
ambas, intra y extra celular, mostrando en su nivel de maxima concentracién un
porcentaje de 16/84 respectivamente, por lo cual muestra ser el sistema de cultivo

con una mayor secrecion de invertasa al medio.

Durante las primeras horas de cultivo se producen los niveles maximos de invertasa
intracelular, pero a medida que el cultivo avanza, en los tres sistemas de
fermentacion, la invertasa intracelular representa una fraccion menor de la actividad

extracelular, la cual se incrementa al tiempo que la actividad intracelular disminuye.

La mayor secrecion de la invertasa en el medio solido es debido a la forma del
crecimiento del micelio como ha sido reportado por Kunz (2020) con una forma de
crecimiento més favorable para la secrecion enzimatica que el crecimiento en forma
de pellet, lo que podria ayudar a explicar los resultados obtenidos debido a que en
los modelos estudiados, las enzimas se secretan hacia la punta de las hifas, de tal
manera que las enzimas se mezclan con los componentes de la pared celular y se
difunden a través de la pared inmadura, lo que permite la secrecion de enzimas al
medio, este proceso de difusion a través de la pared celular también puede explicar
la mayor secrecion de invertasa en los cultivos de fermentacion soélidos. En la
fermentacion sdlida, la invertasa puede difundirse liboremente en el medio, mientras
gue, en la fermentacion liquida, la invertasa quedara atrapada en las particulas, lo
gue se traduce en una menor liberacion en el medio, el proceso de secrecion se

esquematiza en la figura 2.

Por esta razon se explica por qué hay una mayor secrecion de enzimas al medio por

parte del cultivo solido. En fermentacidbn sumergida la relacion de invertasa
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extracelular e invertasa intracelular son muy similares con los cultivos liquidos, ya
gue, a pesar de presentar un soporte, la mayor parte se encuentra sumergida, por lo
gue no logra extenderse en el crecimiento, sino sobre si misma formando los pellets
y evitando una mayor secrecion y liberando una menor proporcion de enzima al

medio.

Con esta informacion se muestra que la produccién de biomasa esté favorecida, al
tener una mayor disponibilidad de oxigeno y al estar distribuido de una mejor manera,
y es pieza clave para una mejor produccién de invertasa en el cultivo sélido, ya que
no solo tendremos una mayor y rapida produccion, sino que también una mayor

secrecion de la enzima al medio.

5.4 Proteina.
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Figura 7. Productividad de proteina extracelular en cultivos de Aspergillus niger
N402 en cultivo liquido (®) , cultivo solido (m) cultivo sumergido (A)

36



En la figura 7 se presenta el perfil de produccién de proteina soluble extracelular por
Aspergillus niger N402 en los sistemas de cultivo solido, liquido y sumergido a lo
largo del tiempo de cultivo, donde podemos observar que los tres sistemas de
produccion presentan una produccion de proteinas extracelulares muy parecidos, la
produccién de proteina en cultivo sélido presenta una fase exponencial que culmina
a las 24 horas y después de ese tiempo muestra un aumento lineal minimo; mientras
gue los cultivos liquido y sumergido muestran comportamientos similares, con
crecimiento lineal hasta las 48 horas, donde comenzo el crecimiento exponencial en
ambos casos, donde el cultivo liquido llega a un valor similar de proteina extracelular
que el cultivo soélido y la produccion de proteina extracelular del cultivo sumergido

supera a los cultivos liquido y solido.

El cultivo sélido tuvo un crecimiento exponencial a partir de las 12 horas y mantuvo
este comportamiento hasta las 24 horas donde presentd una concentracién de 91.2
Mg/mly alas 36 horas se increment6 hasta las 110.7 ug/ml, para mantenerse estable

hasta las 60 horas, llegando a un maximo de 124.5 pug/ml al finalizar el cultivo.

En el cultivo liquido la produccion de proteina presento los valores mas bajos de los
tres cultivos hasta las 48 horas llegando a una concentracion de 36.76 yg/mly a partir
de este punto tuvo un crecimiento exponencial llegando a 130.26 ug/ml de proteina

acumulada a las 60 horas, valor practicamente igual al de cultivo sélido.

El cultivo sumergido presentd un crecimiento continuo hasta las 48 horas cuando
alcanzé un valor de 80.69 ug/ml de proteina soluble extracelular y a partir de este
momento inicia su crecimiento exponencial para alcanzar el valor de 185.8 pg/ml. En
todo momento la produccion de proteina en el cultivo sumergido, se mantuvo por
encima de la produccién del cultivo liquido, y después del crecimiento exponencial
final, superd el valor de la proteina producida por el cultivo sélido con una diferencia
del 40%.
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5.4.1 Proteina intracelular.

60
—0
50
-@- Liquido
40 .
/_E\ =@ Sdlido
= A~ Sumergido A
=30
k= A
g
o
g 20
10
0 2
0 12 24 36 48 60
Horas Q

Figura 8. Productividad de proteina intracelular en cultivos de Aspergillus niger
N402 en cultivo liquido (®) cultivo solido (M) cultivo sumergido (A)

En la figura 8 se presenta la cinética de produccion de proteina intracelular en los
sistemas de cultivo sélido, liquido y sumergido a lo largo del tiempo del tiempo de
cultivo de 60 horas. Puede observarse que el cultivo solido presenta un crecimiento
acelerado durante las primeras 36 horas de cultivo y posteriormente se mantienen
los niveles hasta la finalizacion de la fermentacién. El cultivo sumergido muestra un
crecimiento lineal a lo largo de todo el tiempo de cultivo, mientras que en el caso del
cultivo liquido se muestra una fase de produccion lineal hasta las 48 horas y a partir
de ese momento comienza una fase exponencial hasta las 60 horas, cuando alcanza
un valor de produccion de proteinas intracelular muy parecido al del cultivo
sumergido.
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La curva del cultivo solido muestra un valor de 53.95 ug/ml de proteina a las 36 horas

y de ahi sigue una fase de crecimiento muy lenta hasta las 60 horas, llegando a 55.24

pg/ml.

El cultivo sumergido alcanzé un valor 33.79 ug/ml a las 60 horas, y el cultivo liquido
a pesar de mantener una produccion de proteina intracelular baja llegando a una
concentracion de 15.05 ug/ml de proteina a las 48 horas iniciales para posteriormente
tener una produccién acelerada y duplicar los valores de concentracion de proteina
a 30.26 pg/ml al finalizar el cultivo a las 60 horas. El cultivo sélido produjo un 60%
mas proteina intracelular que los otros dos sistemas de produccion lo que puede

estar relacionado con la biomasa producida en este sistema de cultivo.

Comparando la produccién de proteina soluble contra la biomasa que genera los
cultivos, podemos observar que en el caso del cultivo sélido, tiene una rapida
produccién de proteina, llegando a las 12 horas a un 73.2% del total de la proteina
producida, para después tener un descenso en la velocidad, esto es debido al rapido
crecimiento que presenta este sistema de cultivo, ya que produce demasiada
proteina para poder crecer el hongo, una vez logra este crecimiento, la produccion

se detiene, y las concentraciones se mantienen estables.

Cuando analizamos la produccion de proteinas en los cultivos liquido y sumergido,
podemos observar que tiene un periodo de adaptacién muy largo y hay una baja
produccion de biomasa correspondiente con la baja produccion de proteina, y a partir
de las 48 horas vemos un crecimiento acelerado tanto de proteina, como de biomasa,
y asi de esta manera corresponde la produccion de proteina con la secrecion de mas
cantidad de invertasa al final del cultivo.
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5.5 Analisis de la relacion entre el crecimiento en cada sistema de cultivo y la

produccion de invertasa

Cuadro 1. Biomasa, produccion enzimatica, y productividad por gramo de biomasa
de Aspergillus niger en cultivo liquido, solido y sumergido

X max(gX/1) Emax (U/l) Yex (U/gX)
Sol Lig | Sum Sol Lig Sum Sol Liq Sum
454 | 14.14 | 15.56 | 2558.4 | 1038.1 1232.5 56.3 73.4 | 79.21

En el cuadro 1 se presentan los valores de produccion maxima de biomasa (Xmax),
Produccion maxima de invertasa (Emax) Y produccion especifica de invertasa con
relacion de la produccién de biomasa (Ye/x) de Aspergillus niger en cada uno de los
tres sistemas de cultivo. Los resultados muestran que la biomasa maxima (Xmax)
producida en el cultivo sélido fue tres veces mas elevada que en el cultivo liquido, y
la produccion del sistema sumergido fue un 10% superior a la produccion de biomasa
del sistema liquido, los resultados de produccion de maxima de invertasa(Ymax)
repiten el patrén con una produccién mucho mas elevada en cultivo sélido 2.5 veces
mas alto que para cultivo liquido y una produccién un 20% mayor para cultivo
sumergido que para cultivo liquido. Al analizar los resultados de la produccién
especifica de invertasa por gramo de biomasa (Ye/x) se puede observar que el cultivo
sélido es el sistema que presenta un valor mas bajo con 56.23 U/gX, mientras que el
cultivo liquido con 73.6 U/gX muestra un valor un 30% mas alto que este, pero el
valor mas alto de produccion especifica se obtiene con el cultivo sumergido con 79.21
U/gX, es decir un 40 % mas que en el caso del cultivo sélido y un 8 % mas alto que
para el cultivo liquido.

A pesar de que la produccion de invertasa en cultivo solido fue la mas alta de los tres
sistemas de cultivo, la produccién de biomasa resulta ser todavia mayor, esto explica
el que la produccién especifica sea menor a los otros dos sistemas de cultivo, la
combinacion de biomasa practicamente igual a la del sistema liquido con una mayor

produccion de invertasa se dio en el cultivo sumergido, esta combinacion permitio
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obtener la mayor produccion especifica de invertasa para los tres sistemas de cultivo,
esto nos indicaria que en el cultivo sumergido se estan presentando las condiciones
adecuadas para la produccion de invertasa, pero existen limitaciones en el

crecimiento miceliar (Kumar y col., 2011).
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6. DISCUSION

Los resultados de este trabajo nos muestran que el cultivo sélido muestra una mayor
velocidad de crecimiento con respecto al cultivo liquido la maxima cantidad de
biomasa se alcanza en solo 36 horas contra 60 horas para cultivo liquido y
sumergido, esto puede explicarse facilmente porque este sistema de cultivo permite
al hongo crecer sobre un soporte donde la disponibilidad de oxigeno es muy alta,
debido a que como se ha reportado el micelio no invade los espacios aéreos del
interior del soporte que se mantiene llenos de aire, el cual es sustituido cada 12 horas
gracias a la agitacion manual del sistema de cultivo, que provee suficiente oxigeno
al hongo y le permite crecer con un metabolismo aerdbico donde puede producir
grandes cantidades de ATP y acumular biomasa de manera muy eficiente y por lo
tanto su Unica limitacién importante seria la cantidad de carbohidratos presentes en
el medio de cultivo, los cuales agota en tan solo 36 horas y eso explicaria porque él
desarrollo se detenga tras ese periodo de tiempo. Por otro lado, el cultivo sumergido,
muestra el crecimiento mas rapido de los tres sistemas al principio de los cultivos
esto puede estar relacionado con la presencia de un soporte como en cultivo sélido
dentro de un medio homogéneo con gran disponibilidad de sustrato gracias a la
agitacion propia del cultivo liquido, la posterior disminucion en la velocidad de
crecimiento puede relacionarse a la limitacién de oxigeno propia del cultivo liquido,
dado que mientras el aire contiene aproximadamente un 21% de oxigeno, la
solubilidad del oxigeno en el agua es de solo 50 mg por litro, que si bien pueden ser
suficientes para permitir un crecimiento aerdbico cuando la cantidad de biomasa del
cultivo es baja limita la capacidad de crecimiento del cultivo sumergido cuando se
acumula una cantidad relativamente alta de micelio un punto extra que limitaria el
crecimiento en el caso del cultivo sumergido es la saturacién del espacio existente
en los cubos de poliuretano que al llenarse como podemos observar en la figura 2,
limitaria todavia mas el ingreso del oxigeno al micelio que crece en el interior de los
cubos de poliuretano lo que obligaria al hongo a crecer en forma micro aerdbica
limitando su capacidad de generar energia, disminuyendo por ende la formacion de

biomasa y el consumo de carbohidratos del medio de cultivo al saturarse el espacio
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dentro de los cubos de poliuretano se obligaria al hongo a crecer en el medio liquido,
como también puede observarse en dicha fotografia.

Al comparar los resultados de la cinética de pH con la grafica de produccién de
biomasa se puede notar que el descenso acelerado del pH parece estar relacionado
con el comienzo de la fase exponencial y el aumento en la produccion de biomasa
esta disminucion del pH del medio de cultivo por Aspergillus niger es recurrente en
los reportes de cultivo de Aspergillus niger debido a que el hongo produce acidos
organicos como parte de su metabolismo normal, al secretarlos en la naturaleza
consigue limitar el crecimiento de las bacterias con las que compite por alimento y
espacio y al mismo tiempo disuelve y pone disponibles varios metales que son

necesarios para su desarrollo, el hierro entre ellos (Papagianni y col.,1999a).

El que los valores de pH sean menores para los cultivos sumergidos y liquido, puede
estar relacionado a la combinacién de condiciones de cultivo con una gran cantidad
de carbohidratos disponibles en el medio de cultivo y la limitacion de la disponibilidad
de oxigeno que son las condiciones de cultivo usadas para la produccion y secrecion
de acido citrico por Aspergillus niger que al acumular producirian el descenso del pH

al final de la fermentacion (Papagianni y col.,1999b).

Tanto en el cultivo liquido como en el sumergido se muestra un segundo descenso
de pH al finalizar el cultivo, lo cual es explicado ya que, al haber una gran cantidad
de biomasa producida, la disposicién de oxigeno se vuelve muy baja y de acuerdo a
lo observado por Xu y col.,1989 y por Kubicek-Pranz y col.,1990 en Aspergillus niger,
gue la disminucién de la concentracion de oxigeno genera productos intermediarios
del ciclo de Krebs como el acido citrico asi que con estos resultados confirman que
la baja concentracion de oxigeno en los cultivos liquido y sumergido genera
formacion de &cido citrico y por lo cual el pH del medio tiende a descender alin mas

a partir de las 48 horas, cuando se registra un aumento en la biomasa.

Estos resultados documentan que la fase de desaceleracion es un periodo de
mayores reordenamientos metabolicos. Considerando las severas alteraciones

fisioldgicas provocadas por los nutrientes agotados (Mason y col., 1993)
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La curva de produccion y secrecion de proteina muestra perfiles de produccion y
secrecion muy parecidos a los perfiles de crecimiento para la fermentacion sdlida y
liquida, sin embargo para la fermentacion sumergida la produccion de proteinas
extracelular es mucho mas alto que para los otros sistemas de cultivo, lo que puede
estar relacionado a la presencia del soporte y la gran velocidad de crecimiento inicial,
que permitiria el establecimiento de una maquinaria de sintesis de proteina muy
eficiente que a lo largo del cultivo no tendria la posibilidad de ser usada para la
sintesis de micelio debido a la saturacion del mismo soporte, esto puede ocasionar
gue las puntas de las hifas secretaran grandes cantidades de proteinas de formacién
de micelio y pared celular que no tendrian espacio para formarse y por lo tanto los
materiales quedaria en forma soluble en medio de cultivo esto queda apoyado por la
curva de cuantificacion de proteina intracelular que muestran un perfil mas normal y
asi demostraria demostraria que la proteina que se estd formando esta siendo

secretada al espacio extracelular de manera eficiente.

Al comparar las curvas de produccion de invertasa con las curvas de producciéon de
biomasa para cada uno de los sistemas de fermentacién podemos observar que los
perfiles de produccion de invertasa siguen una curva similar a la de acumulacion de
biomasa esto nos indica primero que la invertasa es un metabolito primario que como
se sabe es aquella molécula cuya produccion esta ligada al crecimiento del
microorganismo, y en segunda instancia se debe a la fisiologia de crecimiento de los
hongos filamentosos que para su desarrollo requieren de la secrecion continua de
los materiales de crecimiento desde la punta de las hifas, y este mecanismo es el
mismo que se usa para la secrecion de las enzimas extracelulares, de tal forma que
la invertasa es producida en el lumen de las enzimas sub apicales junto con las
enzimas necesarias para ensamblar los componentes de pared y membrana, esta
mezcla se transporta en el interior de las vesiculas de secrecion, hacia la pared
celular y finalmente todo junto es secretado al espacio periplasmico y al medio de
cultivo , como se muestra en la figura 9. De esta forma podemos ver que el
crecimiento miceliar y la secrecidon enzimatica no solo usan la misma maquinaria,

sino que estan profundamente involucrados uno con otro de manera que para el
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hongo no es posible crecer sin secretar y eso lo convierte en uno de los organismos
més eficientes para la produccién de enzimas estan documentadas producciones

gue alcanzan los 100 g/L para la glucoamilasa.

Los valores de produccion de invertasa en cultivo sumergido muestran una cinética
muy parecida al cultivo liquido, este comportamiento puede estar ligado a la dinamica
de ingreso de la sacarosa y fructosa en el citoplasma en ambos casos la agitacion
se encarga de mantener la concentracion local de sacarosa en niveles altos lo que
favorece la produccion de invertasa que estaria limitada por la capacidad de
acumulacioén de biomasa y la capacidad de transferencia de oxigeno de los sistemas
de cultivo. En el cultivo sumergido la presencia de soporte permite producir mas
invertasa al facilitar y estabilizar la cantidad de puntas de hifas del micelio lo que

favorece tanto la produccion como la secrecion enzimatica.
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Figura 9 Esquema de secrecion de hidrolasas por hongos filamentosos a través de
la punta de una hifa, 1) Reticulo endoplasmico, 2) Aparato de Golgi, 3) Vesiculas de
secrecion, 4) pared celular, 5) Espacio periplasmico, 6) Medio de cultivo. (Peberdy,
1994).
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7. CONCLUSIONES.

Con base en los resultados obtenidos, podemos concluir que se obtuvo una mayor
produccioén de invertasa en el cultivo sélido en comparacion con los cultivos liquido y
sumergido, ya que la produccion de la enzima invertasa estuvo ligada directamente

a la produccion de biomasa en los distintos sistemas de cultivo.

La produccién de biomasa esta determinada por la distribucion de oxigeno en el
medio, de esta manera al crecer sobre el soporte sélido el micelio crecié de manera
mas dispersa y extendida permitiendo un mejor intercambio gaseoso en el cultivo y
logrando una mejor secrecion de la enzima invertasa hacia el medio, a diferencia del
cultivo liquido, ya que en este sistema el hongo tiende a crecer sobre si mismo y
presenta pellets con centros muy densos que no permiten un intercambio suficiente
de oxigeno y por lo mismo de su crecimiento compacto, no hay una buena secrecion

hacia el medio, conservando gran cantidad de la enzima en su interior.

De esta manera las condiciones de cultivo favorecen la transferencia de oxigeno al

interior de la biomasa en fermentacion soélida y la dificultan en fermentacion liquida.

Para el sistema de cultivo sumergido presentado en este trabajo, en el que se
combinan los sistemas solido y liquido, nos muestra una significativa mejora en la
produccion, tanto de biomasa como de enzima invertasa con respecto a la
producciéon del sistema liquido, ademas mostrando una mayor facilidad en la
distribuciéon de temperatura y agitacion que el cultivo sélido, en este trabajo solo se
evalu6 usando el 10% del soporte solido, seria recomendable continuar este trabajo

con mayores concentraciones del soporte al fin de buscar una mejor produccién.
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