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ResumedAbstract 

1. RESUMEN 

Este trabajo trata de aclarar en términos de la fisiología microbiana, cuáles son los factores dominantes 

que explican una mayor productividad de las enzimas excretadas por cultivos microbianos desarrollados 

en medio sólido comparados con los cultivos en medio líquido. Esto fue evidenciado desde 1991 para el 

caso de gluco-amilasa producida por Bacillus lichenifomis M27 y ha sido corroborado por otros 

investigadores. Sin embargo, hasta muy recientemente no se había intentado explicar estas diferencias 

como asociadas a coeficientes cinéticos tales como, la tasa específica de crecimiento, 1-1, el factor de 

rendimiento de la enzima (YEIx), el nivel máximo de la biomasa (Xmax) o la  tasa específica de destrucción 

de la enzima en el medio (k). Para ese fin, se decidió estudiar la producción de la enzima tanasa (tanin 

acil, hidrolasa, EC 3.1.1.20) sobre la cual, Lehka y Lonsane (1994) reportaron que no era excretada al 

rnedlo de cultlvo por Aspergillus nlger PKL104 cultlvado en rnedio Ilquldo, como lo era en el medio 

sólido, reportando que se trataba de un sistema enzimático con fisiología muy distinta en ambos tipos 

de medio de cultivo. Para responder estas cuestiones se decidió utilizar un soporte sólido modelo, la 

espuma de poliuretano, porque es un material poroso, inerte y con gran capacidad de absorber grandes 

cantidades 'de medio líquido y porque ha sido demostrado que funciona como un buen soporte para la 

producción de enzimas microbianas (Pandey y col., 1999). Entre las preguntas específicas que se 

desea contestar sobresalen: a) ¿El patrón fisiológico de producción de la tanasa  en medio sólido y 

líquido es el mismo, con respecto a su asociación con el crecimiento y a la presencia o ausencia de un 

proceso destructivo en  el medio?, b)  ¿la productividad de la tanasa es mayor en medio sólido que en 

líquido, debido principalmente porque se produce más biomasa (coeficientes p y X,,,,,) o porque la 

biomasa produce más enzima (YEIx)?. c) Lesa productividad es aumentada o disminuida por la adición 

de glucosa, en  presencia de un material inductor (el ácido tánico)? y d) Si hubiese diferencias en  la tasa 
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secundaria de destrucción de la enzima (k) ¿éstas se asocian o no a la presencia concomitantes de 

proteasas en el medio de cultivo?. Para responder a esas preguntas se procedió a desarrollar un 

conjunto de experimentos utilizando ácido tánico como fuente de la molécula inductora y la glucosa 

como represor de la actividad tanasa. Adicionalmente, se evaluó el efecto del ácido gálico (producto de 

la reacción de hidrólisis del ácido tánico) en la síntesis de la tanasa en cultivo líquido. Para demostrar la 

capacidad del cultivo sólido para minimizar la represión catabólica en la síntesis de la tanasa se . 

estableció como criterio de evaluación, la comparación de los patrones de produccion tanto en 

condiciones de inducción como de represión de la síntesis de la enzima en ambos sistemas de cultivo. 

Los resultados obtenidos en  la producción de la tanasa demostraron que: 

a) Los títulos de actividad alcanzados son mayores (hasta 6 veces) en cultivo sólido que en cultivo 

líquido. En cultivo sólido la productividad máxima fue siempre mayor que en cultivo líquido, siendo 

entre 2 y 7 veces mayor en los experimentos con ácido tánico y hasta 4 veces en aquellos con 

ácido tánico y glucosa. 

b) En los cultivos con ácido tánico y glucosa-ácido tánico, el análisis combinado de los parámetros 

cinéticos (p YEIX X,,,) indicó que el valor de la productividad a diferencia de lo reportado para otras 

enzirnas, está fuertemente influenciado por YE/X y no por Xmax ni p, aunque las diferencias en estos 

parámetros también fueron importantes, los cuales fueron superiores en cultivo liquido con ácido 

tánico (Xmax) y con glucosa-ácido tánico (p), en comparacibn con aquellos obtenidos para el cultivo 

sólido. 

c) Los patrones de producción en condiciones de inducción y represión de la tanasa fueron diferentes 

en ambos sistemas de cultivo. Altas concentraciones cle ácido tánico (superiores a 25 gL-1) 

afectaron seriamente la relación de inducción de la tanasa en cultivo líquido, mientras que en  el 

2 
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cultivo sólido favorecieron la expresión de la actividad enzilmática. La relación de inducción máxima 

en cultivo líquido fue de 4 mientras que en el cultivo sólido fue de hasta 17. La adición de glucosa a 

concentraciones bajas (menores a 50 gL-1) provocó condiciones de represión catabólica en la 

expresión de la tanasa en cultivo liquido. Una concentracictn  de 25 gL-I de glucosa redujo el valor de 

la relación de inducción por debajo de 1 mientras que a 50 gL-I, la relación fue igual a cero. El uso 

de altas concentraciones de glucosa en cultivo sólido afectó seriamente la relación de inducción 

enzimática, aunque no se presentó el mismo fenómeno que en cultivo liquido. Los valores de la 

relación de inducción disminuyeron hasta 1.3 y 2 lpara la actividad intra y extracelular, 

respectivamente. En cultivo liquido, se observó que la actividad tanasa era inestable, lo cual se 

asoció a  la  presencia de actividades proteolíticas (al menos 6 veces mayores en cultivo líquido que 

en cultivo sólido). . 

d) Tanto la actividad tanasa intracelular como extracelular en ambos sistemas de cultivo siguieron el 

modelo de Luedeking y Piret, obteniendo valores negativos para la constante k (grado de 

asociación del producto al crecimiento microbiano) en cultivo liquido y positivos para el cultivo sólido 

con ácido tánico como única fuente de carbono. Los valores negativos de k fueron asociados a las 

tasas de destrucción de la tanasa en el medio de cultivo por proteasas, mientras que el incremento 

de la actividad tanasa en función de la concentración del sustrato, coincidió con los valores 

positivos de k en cultivo sólido. 

e) Finalmente, los resultados obtenidos en los cultivos con ácido gálico sugieren que éste actúa como 

represor por producto final en la sintesis de la tanasa en cultivo liquido. 

3 
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1. ABSTRACT 
" 

This work evaluates the differences in the production profile:; of hydrolytic enzymes, when them are 

produced by liquid and solid state cultures. Such differences were described in the last decade with 

different enzymes. However, the causes that originate the obtaining of different titers of enzymatic 

activity have generated a great controversy. In this study, the tannase produced by Aspergillus  niger Aa- 

20 was used as model of study. Tannic acid was used as inductor and the glucose as repressor of the 

tannase activity. Additionally, the effect of the gallic acid in the synthesis of the tannase in liquid culture 

was evaluated. To explain the capacity of the solid culture to minimize the catabolic repression of the 

enzymatic activity, the evaluation criterion taken was  the comparison of production patterns in both 

induction and repression conditions of enzyme synthesis in liquid and solid state cultures. The results 

obtained in the production of the tannase demonstrated that the reached activity titles are higher (up to 6 

times) in solid culture than liquid culture. Productivity was higher from 2 to 7 times in solid culture when 

tannic acid was only used, and up to 4 times with tannic acid and glucose. Combined analysis of the 

kinetic parameters (O YEIX Xmax) indicated that the value of productivity is strongly influenced by YE/X and 

not by Xmax or 11, as reported for other enzymes. However, the differences in such last parameters were 

important in liquid culture.with tannic acid (Xmax) and with glucose-tannic acid ([I), in comparison with 

those obtained in solid culture. In liquid culture the tannase activity was unstable, and this was clearly 

associated to presence of protease activities (at least 6 times higher in liquid culture than solid culture. 

Both tannase activities, intracellular and extracellular followed the Luedeking and Piret model, obtaining 

negative values of constant k (association rate of product to biomass formation) in liquid culture, and 

postive values in solid culture with tannic acid as sole carbon source. Negative values of k were related 

to decomposition rate of tannase in the culture medium by  prol.eases, whilst the increment of tannase 
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activity in solid culture as function of substrate concentration, coincided with the positive values of k in 

solid culture. The induction and repression patterns of the tanlnase were clearly different in both culture 

systems. High concentrations of tannic acid (higher than 25 gL") affected seriously the ratio of induction 

of the tannase in liquid culture, while in the solid culture favored the expression of the enzymatic activity. 

Maximum induction ratio in liquid culture was around 4, whilst i n  solid culture was 17. The addition of low 

concentrations of glucose (lower than 50 gL-I) caused the catabolic repression of the tannase in liquid 

culture. In solid state culture, the use of high concentrations of glucose affected the ratio of enzymatic 

induction seriously, although the phenomenon of catabolic repression was not presented. Finally, it was 

found that the gallic acid could be a repressor for final product in the tannase synthesis in liquid culture. 
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2. INTRODUCCI~N 

La industria biotecnológica produce una gran cantidad de enzimas usando una combinación de 

herramientas de la tecnología de fermentación y de la genética moderna. Esta producción se lleva a 

cabo empleando cultivos líquidos superficiales (CLS), cultivos liquidos sumergidos (CML) y cultivos en 

medio sblido (CMS). Es importante señalar que desde hace más de 50 años, los científicos decidieron 

estudiar intensamente el CML, ignorando así al  CMS (Raimbault, 1998). Aún asi, a partir de los ~ O ' S ,  se 

han realizado diversos esfuerzos para producir diferentes metabolitos por CMS, especialmente 

enzimas, debido al lugar prominente que ocupan éstas en los rnercados internacionales. 

La producción convencional de enzimas microbianas en CMIL requiere, en la mayoría de los casos; 

fuentse de carbono baratas y fáciles de adquirir, inductores ~sspecificos de la enzima deseada y una 

mezcla de sales minerales y otros compuestos (orgánicos (Viniegra-González, 1997). 

Desafortunadamente, la presencia de altos niveles de la fuente de carbono llegan a disminuir la 

producción de muchas enzimas (Rarmesh y Lonsane, 1991; Shankaranand y col., 1992; Solís-Pereira y 

col., 1993; Maldonado y Strasser de Saad, 1998). Adem14s, la presencia de proteasas vuelven 

altamente inestables los extractos obtenidos (Bradoo y col., 1997). Se ha reportado que la adición de 

azúcares simples o también de pectina en altas concentraciones a un CML inoculado con Aspergillus 

niger tuvo un efecto negativo en la producción de enzimas pectinoliticas (Aguilar y Huitrtj-n,, 1986; 

Maldonado y col., 1989). Sin embargo, se ha demostrado (que la adición continua y controlada de 

pequeñas cantidades de los sustratos (cultivo por lote alimentado), aumenta la productividad de la 

enzima de cuatro a cinco veces (Aguilar y Huitrón, 1986). ILa explicación presentada por Aguilar y 

Huitrón (1 986) a este fenomeno se relacionó al balance dinámico entre la demanda y el suplemento de 
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las fuentes de carbono en el CML, dejando a estos compuesto:s  en una concentración baja. De tal  forma 

que la concentración presente en el medio de cultivo nunca fuese de tal magnitud, que permitiera la 

manifestación del fenómeno de represión catabólica. 

En relación al CMS, en  los últimos diez años se ha sugerido que éste tiene una capacidad para 

minimizar la represión catabólica en la síntesis de diversas enzimas. Ejemplos  de lo anterior son los 

resultados obtenidos en CMS para la producción de a-amilasa por Bacillus licheniformis M27 (Ramesh 

y Lonsane, 1991) y por A. niger CFTRI 1105 (Nandakumar y col., 1999), de pectinasas por A.niger 

(Solís-Pereira y col., 1993; Acuña-Argüelles y col., 1995; Maldonado y Strasser de Saad,  1998; 

Taragano y Pilosof, 1999), de tanasa por A.niger PKL. 104 (Lekha y Lonsane, 1994),  de 

amiloglucosidasa por A. niger CFTRl 1105 (Nandakumar y col., 1999), los hallazgos reportados por 

George y col., (1 997) al estudiar la producción de proteasas por 6. amyloquefaciens, y de invertasa 

producida por A. niger (Romero-Gómez y col., 2000). En dichos trabajos los altos títulos de actividad 

enzimática han sido explicados a través de una aparente auselncia  de la represión catabólica en CMS. 

En los estudios referidos, el tiempo de fermentación para alcanzar los mayores títulos de producción 

enzimática fue notablemente inferior en CMS que en el CML. La concentración de glucosa utiizada en 

ambos sistemas de fermentación varió considerablemente en dichos estudios. En CML, 

concentraciones de glucosa superiores a 10 - 30  gL.’ provocaron una represibn catabblica de la 

síntesis de las enzimas estudiadas, mientras que en CMS,  se pudieron emplear concentraciones de 

glucosa superiores a 100  gL-l.  Las explicaciones existentes sobre este tipo de patrbn en  la produccibn 

de enzimas en CMS son  muy escasas. Tal vez ninguna cle éstas, por si sola pueda justificar la 

presencia de este tipo de patrón, sino mas bien, puede ser el resultado de múltiples factores 

7 

.-y ~ . _ X  . 



Introducción 
P 

involucrados en los procesos fermentativos, tales como la ausencia de agitación, la actividad de  agua y 

la formación de gradientes, entre otros. 

En este trabajo se estudiaron desde un punto de vista fisiológico, los patrones de inducción y represión 

de la enzima tanasa producida por Aspergillus  niger Aa-20. Estos patrones han sido poco estudiados y 

los reportes existentes solo se basan en comparaciones de los títulos de la actividad énzimática 

producida, por lo tanto existen aún algunas incógnitas en: a) ¿cuál es  el compuesto inductor? y b) ¿por 

qué existen diferencias tan grandes en su producción en1 medio sólido y liquido?. Algunas de estas . 

incógnitas pudiesen resolverse si se evalúa la contribución que puedan tener factores tales como: la 

producción de biomasa y enzima, el rendimiento de la enzima por unidad de biomasa, y la estabilidad 

de la enzima excretada al medio de cultivo. Sin embargo, es importante tener en cuenta que  existen 

dificultades de tipo técnico para llevar de forma adecuadla los análisis de biomasa y producto en el 

cultivo sólido, sobre todo en los procesos de extracción, en los cuales se presentan grandes 

interferencias. Para superar dichas deficiencias, se ha recurrido al uso de un soporte inerte no 

biodegradable: la espuma de poliuretano, para así poder medir de forma reproducible la cantidad de 

biomasa, las unidades de enzima producida y el consumo del sustrato y con ello, tener por primera vez 

estimaciones directas de los coeficientes cinéticos del proceso. 



C.N. AGUILAR 
lnduccidr? y represidr? de la síntesis de la tar?asa de Aspergillus nliger /Ia-dO en culfivo en rrredios líquido y sólido 
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3. ANTECEDENTES 

3.1 Aspectos generales 

Dependiendo de las condiciones de cultivo, el crecimiento microbiano en medios con dos fuentes de 

carbono presenta un comportamiento denominado como diauxia o de dos fases (Gottschalk, 1982). 

Este se manifiesta, porque el microorganismo utiliza primero al  sustrato  de más fácil asimilación o con 

el cual se requiera el mínimo consumo de energía  para introducirlo y metabolizarlo. Cuando éste se 

acaba, consumirá la otra fuente  de carbono. En el caso particular del metabolismo bacteriano, este 

fenómeno conocido como represión catabólica, se presenta por la inhibición del transporte activo 

provocado por la alta concentración de uno de los azúcares que ingresan por el sistema 

fosfotransferasa. Este proceso de regulación consiste básicamente en la represión de la expresión de 

los genes que codifican para las enzimas necesarias para la degradación y asimilaci6n de sustratos 

más complejos, y se ocasiona por  la alta concentración de sustratos energéticamente preferidos por los 

microorganismos (Scrimgeour, 1977), debido a que las c6lulas se desarrollan en funcibn a un eficiente 

sistema metabdico basado en un mínimo gasto energético. 

Los principales antecedentes sobre el conocimiento de los; mecanismos involucrados en el fenómeno 

de represi6n catabblica se basaron en el estudio de cklulas procariotas (Livshits y Debabov, 1988), 

principalmente de Bacillus subfilis (Monod y col., 1942), Escherichia coli (Magazanick, 1942) y 

Pseudomonas mulfivorans (Trumbly, 1991). Dichos estudios sirvieron como fundamento para entender 

los mismos procesos en sistemas biol6gicos mas complejos. En eucariotas, las levaduras del género 

Saccharomyces, han sido las más estudiadas (Gottschalk, 1982; Johnston y Carlson, 1992;  Ronne, 

1995). Con respecto a los mohos, Anwar y col., (1996) enfocaron sus esfuerzos al aislamiento de 
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mutantes de Penicillum purpurogenum resistentes a represión catabólica. Mientras que,  Antier y col., 

(1993 a y b) aislaron mutantes de una  cepa silvestre d'e Aspergillus niger C28825 productora de 

pectinasas, usando como fenotipo de selección la resistencia a la 2-desoxiglucosa (Viniegra-González, 

1997). AI igual que S. cerevisae, Aspergillus nidulans ha llegado a ser  uno de los microorganismos 

eucariotas que ha sido estudiado más intensamente y en la actualidad, con el apoyo  de análisis sobre 

mutaciones, se ha establecido que el gen CREA de A. nidulans participa en los sistemas  de regulación 

controlando la represión catabólica (Shroff y col., 1997). 

Por otra parte, en los últimos años se han reportado aspectos particulares sobre el fenómeno de 

represión catabólica, sobre todo cuando se evalúan los niveles de producción de enzimas inducibles 

entre el CML y el CMS (Ramesh y Lonsane, 1991; Solís-Pereira y col., 1993; Lekha y honsane, 1994; 

Acufla-Argiielles y col., 1995; George y col., 1997; Maldonado y Strasser de Saad, 1998; Nandakumar y 

col., 1999; Taragano y Pilosof, 1999: Romero-Gómez y col., 2000). Tales aspectos indican que al 

adicionar glucosa en concentraciones de hasta 30 gL.' miis el inductor al medio de  cultivo en CML, 

existe una represión casi total de la síntesis de enzimas inducibles, mientras que en CMS se observa 

una ausencia aparente de este fenómeno. 

Ramesh y Lonsane (1991) suponen que dicha ausencia aparente de la represión catabblica en CMS se 

debe principalmente a factores fisico-químicos, tales como l a  difusión de nutrientes sobre el soporte, los 

cuales se dan en presencia de una baja actividad acuosa y tambikn por la adherencia de las c6lulas al 

soporte, lo que implica que las concentraciones de sustrato que se encuentran en contacto con las 

células microbianas, no son capaces de generar tal fenómerlo de regulación. 
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Solis-Pereíra y col. (1993) mencionaron que en el CMS, este fenómeno se debe a diferencias 

inherentes'al mezclado (en este sistema no hay agitación, por lo que la concentración de nutrientes y 

particularmente la del represor catabólico es heterogénea) y a difusión de los nutrientes en el medio de 

fermentación (la cual depende directamente de la viscosidad de la fase líquida del medio). 

Sobre este aspecto, Lekha y Lonsane (1 994) mencionan que la alta producción de la enzima tanasa por 

A. niger PKL 104  en CMS se favorece por un bajo contenido de humedad, ya que la falta de agitacibn y 

la baja actividad de agua inciden directamente en la producción enzimática. 

Por su parte, Maldonado y Strasser de Saad (1998) reportaron que la diferencia física deiHipo de 

sistema de cultivo influye directamente sobre la fisiologia que exhiben los micraorganlsmas durante su 

crecimiento, y demostraron que la composicibn de la membrana celular de A. nigeres diferente cuando 

se desarrolla en CML o CMS, sobre todo en el tipo y corltenido de &idos grasos. Por lo tanto,  se 

sugieren diferencias en los procesos de transporte de los nutrientes. 

Nandakumar y col. (1999) evaluaron la represión catabólica de la biosintesis de la alfa amilasa y 

amiloglucosidasa de A. niger CFTRI 11 05 producidas en CIMS y CML, reportando que en este último 

sistema de cultivo, la adicibn de glucosa reduce drásticamente la producción de ambas enzimas 

mientras que en CMS la adicibn de glucosa hasta en un 15% no estimula o modifica la produccibn de 

alguna de las enzimas. Las diferencias encontradas fueron explicadas en términos de una baja 

actividad de agua y ausencia de agitación en CMS, sugiriendo una reducción en el proceso de difusión 

en  el medio. 
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Rencientemente, Romero-Goméz y col. (2000) indicaron que las diferencias en  la productividad 

enzimática en ambos sistemas de cultivo están directamente relacionadas con  el nivel de biomasa 

generada, ya que reportaron que a altas concentraciones de biomasa no  se presentó la represión 

catabólica de la invertasa de A. níger en CMS, sugiriendo diferencias en los procesos difusionales de 

los nutrientes en CML y CMS.. _" . 

Hasta ahora, en CML esta bien documentado el hecho de  que si existe acumulación de una mol6cula . 

represora (tal como glucosa) en presencia de una molécula inductora de alguna actividad enzimbtica, 

se presentará la represión catabólica de dicha actividad, por el contrario, en CMS bajo las mismas 

condiciones de cultivo, no se presentará el mismo fenómeno, incluso la actividad enzimatica puede 

verse Incrementada. Sln embargo, es un hecho que a h  es escasa la información que permita 

demostrar las causas de las diferencias tan marcadas en la produccibn de entimas en CML y CMS. 

Además, existe poca información relacionada con los patrones de producción  en estos tipos de 

fermentación, Sobre todo en torno a la explicación de la capacidad que tiene el CMS para minimizar la 

represión catabólica. Por esta razón, es necesario establecer los factores que influyen en la 

manifestación de estos tipos de patrones, los cuales tienen grandes implicaciones económicas y 

prhcticas en los procesos industriales convencionales. A continuacibn se revisan algunos conceptos 

sobre el fenómeno de represión catabóiica, teniendo en mente, que éstos se presentan corno 

información.complementaria, ya que los resultados aquí presentados no son aquellos que se obtienen 

en los estudios clásicos a nivel molecular de inducción y represión. 
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3.2 Represión catabólica 

El mecanismo de represión catabólica ha sido estudiado básicamente en bacterias y se  conoce  como 

represión catabólica de carbono, ya  que se supone que el nletabolismo de carbono controla el proceso. 

Sin embargo, nuevas evidencias hacen suponer que la represión catabólica se inicia desde el proceso 

de fosforilación de la glucosa (Ronne, 1995). Ahora se sabe que los hongos y las levaduras muestran 

una respuesta similar denominada tambih, represión por glucosa (Baryshinikova y Golovlev, 1997; 

Pérez, 2000). 

El nivel de,represión causado por la glucosa depende básicamente tanto del tipo de enzima como de la 

cepa utilizada (Gancedo, 1992). Dicho nivel puede variar hasta 800 veces (en relación a la actividad 

basal) en el caso de la enzima invertasa, o tan sblo diez veces como en el caso del citocromo c, la 

aconitasa e isocitrato deshidrogenasa. Generalmente, la disminución de actividad enzimática esta 

relacionada a un decremento en  la concentración correspondiente de RNAm. Esto se explica por el 

efecto de la glucosa sobre el nivel de transcripción ylo sobre la estabilidad del RNAm correspondiente . 

(Breunig y col., 2000). Comúnmente, la literatura trata el fen6meno de represibn de glucosa en t6rminos 

de control de expresión de genes o como represión transcripcional por glucosa al mismo tiempo  que 

contemplan la degradación del RNAm y un eficiente control de  genes, el cual incluye dos mecanismos 

regulatorios adicionales, la degradación de proteínas (conocida como inactivación catabólica de 

carbono) e inhibición de la enzima blanco (Klein, 1998). 

Entre los microorganismos eucariotas, la levadura S. cerevisae ha sido el modelo más estudiado 

(Mwesigye y Barford, 1996, Ye y col., 1999) y ahora se sabe qlue la utilización de algunos azúcares por 
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estos organismos se controla por represión catabólica: este fenómeno regula la expresión de los genes 

que participan en el proceso de fermentación a nivel de transcripción. La presencia de glucosa afecta el 

transporte de los otros azúcares en  la célula y por lo ,tanto, afecta la función reguladora de los 

mecanismos involucrados en  la inducción enzimática (Carlson, 1987, Pyrun  y col., 1999). 

Los primeros hallazgos importantes logrados en  el estudio del fenómeno de represión catabólica en 

células eucariotas y particularmente en S. cerevisiae y Kluyveromyces lactis demostraron que  éste,  es 

un sistema regulador de muy alta complejidad en relación con los sistemas procariotas (Entian,  1986; 

Carlson, 1987; Gancedo y Gancedo 1986; Ye y col., 1999; Pyrun y col., 1999; Breunig y col., 2000), 

determinándose que difería del sistema de regulación descrito para E. coli, donde la señal molecular de 

falta de glucosa en el medio, es el AMPc, el cual activa una protelna (conocida como protelna 

activadora de catabolito), que participa en el proceso de activación de la transcripción de los operones 

relacionados. AI contrario, en S. cerevisiae, se demostraron evidencias geneticas y bioquimicas de 

que el AMPc no es el efector directo para  la represión catabólica (Eraso y Gancedo,  1984; Gancedo y 

Gancedo, 1986), ya que el  rol principal lo juegan los productos de tres  genes, el hxk2 que codifica para 

una proteína hexocinasa PII, cuya funci6n de sensor le permite reconocer los niveles de glucosa 

presentes en el medio; el gen snf? cuyo producto es una proteincinasa y se requiere para  la des- 

represión de muchos genes represibles por glucosa y el rnigl, que codifica para una proteína 

represora, que  se enlaza a las regiones de genes represibles por glucosa, tal como el suc2 (que 

codifica para la invertasa) según Io reportado por Trumbly (1991)- Los productos de estos tres genes 

participan regulando el transporte de azúcares, lo cual sugliere  que la fosforilación de proteínas es el 

efector principal en el mecanismo de la represión catabólica en S. cerevisiae (Celenza y Carlson, 1986). 

~. - * 
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Por lo cual, se puede decir que la represión por glucosa actúa a dos niveles, la regulación de la 

trasncripción de los genes y además del control de vida media de RNAm (Prieto y col., 2000). 

En el trabajo reportado por Trumbly (1991), se propone que  en presencia de glucosa, la proteína 

hexoquinasa codificada por  el gen hxk2, favorece la forma inactiva del complejo CATlICAT3 y a su vez 

el complejo CYC8/TUP1 es activado y facilita la unión al factor inhibitorio MIGI, lo que da como 

resultado un decremento en la transcripción de suc2 en presencia de glucosa. Cuando la concentración 

de glucosa en  el medio es baja, no hay flujo ni señal del  gen hxk2. A su vez, el complejo SNF4/SNF1 

inactiva el complejo CYC8TTUP1, conjuntamente con el factor inhibitorio MlGl y por lo tanto no se unen 

a la región promotora del gen suc2 permitiendo la transcripción. 

. 

Es importante considerar que se han logrado progresos en el entendimiento de los sistemas específicos 

involucrados en este fenómeno, y el uso de análisis genéticos y bioquimicos han permitido 

considerables avances en el conocimiento de los mecanismos moleculares que gobiernan este 

fenómeno en S. cerevisiae (Carlson, 1987; Trumbly, 1991 ; Gancedo, 1992; Ronne, 1995; Mwesigye y 

Barford, 1996; Klein, 1998;. Pérez, 2000; Prieto y col.,  2000, Breunig y col.,  2000). 

En relación a hongos filamentosos es importante destacar los estudios de Allen y col., (1989) quienes 

aislaron y caracterizaron bioquímica y genkticamente a diversas mutantes de Neurospora crasa 

resistentes a represibn catabdica  por  la desoxiglucosa. Elorsa y Arst (1971) estudiaron mutantes de A. 

nidulans resistentes a la represión catabólica por sorbosa. Antier y col., (1993a) estudiaron mutantes 

de A. niger C28825 hiperproductoras de pectinasas, las cuales no están sujetas a represión catabólica. 
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Torres y col., (1996) demostraron la existencia de  un transportador de baja afinidad cuando se  hace 

crecer a A. niger  en medios con altas concentraciones de glucsosa. Los dos transportadores de glucosa 

en A. niger conocidos han sido modelados y se ha demostrado que la difusión simple es el mecanismo 

primario en el consumo de glucosa durante las fase de producción de metabolitos (p.ej. ácido citrico), 

cuya síntesis dependen básicamente de la concentración de glucosa y de los procesos difusionales a 

los que dicha molécula se encuentre sometida en el medio, debido a que estas condiciones gobiernan 

la tasa especifica de consumo de sustrato (Wayman y Mattey, 2000). 

De los estudios llevados a cabo sobre la represión catabólica en los mohos, resaltan los de Bailey y 

Arst (1975) y Arst y Bailey (1977), en los que  se evidenció que la proteína codificada por el  gen CREA 

en A. nidulbns desempefla un papel de protelna represora en e 1  mecanismo de regulacibn genktica por 

represibn catabólica. Dicho gen ha sido aislado (Arst y col., 1990; Shroff y col., 1996), clonado y 

secuenciado (Dowzer y Kelly, 1989; 1991). Asimismo, el gen  creA  de  A. niger ha sido aislado por 

hibridación cruzada usando el gen clonado de A. nidulans, con el  fin de obtener un mayor conocimiento 

en el análisis comparativo de la represión catabólica tanto  en especies de Aspergillus como de 

Trichoderma (Drysdale y col., 1993; Strauss y col.,  1995; llmen y col., 1996; Takashima y col., 1996). 

Algunas evidencias genéticas sugieren que el gen  creA  es una proteína represora de regulación 

negztiva, que desempeña un papel tanto  en condiciones de represión catabólica como en condiciones 

de desrepresión catabólica (Mathieu y Felenbok, 1995; Shroff y col., 1996; 1997; Vaulard-Mey yFevre, 

2000). Agger y Nielsen (2000) han propuesto un modelo de las interacciones entre los genes 

reguladores y estructurales que participan en la expresión de la síntesis de la enzima inducible . 

alcoholdeshidrogenasa I (sujeta a represión por glucosa) en  A. nidulans. El modelo supone cineticas de 



equilibrio en el enlace de las proteínas reguladoras a las regiones promotoras de los genes e incluye la 

posible activación y síntesis de proteínas bajo diferentes condiciones de crecimiento y con diferentes 

mutaciones en  el sistema regulatorio. 

Considerando la información generada en los últimos años sobre una variedad de sistemas de 

represión catabdica. se ha demostrado que se requieren al menos tres e!ementos: la señai producida 

por glucosa, una  proteína codificada por un  gen regulador y un elemento localizado en el gen promotor 

del  gen regulado, capaz de responder a la  proteína codificada por el gen regulador (Panneman, 1996). 

Cabe aclarar que la mayoria de este tipo de estudios han sido llevados a cabo en CML, lo que dificulta 

aun más el entendimiento de este fenómeno en CMS, por Io que a continuación se realiza una 

eomparaekm d e  informaelh relacionada ai tema entre ambos slstemas de cultlvo. 

3,3 Inducción  enrimática y represión  catabólica  en CML y CMS 

Existen ciertos dspcctos de interés entre las diferencias fisiológicas durante la produccitrn de una 

mismq enzima  por la misma cepa en CMS y en CML, Estas variaciones consisten besicamente en 

diferentes títulos de xtividad enzimhtica producidos en CML y CmS, Los resultados obtenidos para la 

produccibn en CMS de a-amilasa por B, lichenifomis M27 (Ramesh y Lonsane, 1991) y por A. niger 

CFTRI 1105 (Nandakumar y col., 1999), de pectinasas por A.niger (Solis.Pereira y col., 1993; Acuna- 

Aryüelles y col., 1995; Maldonado y Strasser rle  Saad, 1998; laragano y Pilosof,  1999),  de tanasa por 

A.niger PKL IC4 (Lek ha y Lonsane, 1994), de proteasas por B. tmyloyuefacittns, (George y col., 1997), 

de amiloglucosidasa por A. niger CFTRI 1105 (Na,ldat.umar ;y col., 1999) y de invertasa (Romero- 

Gómez y col., 2000), han sido explicados erl términos de unH aparente ausencia del fenómeno de 
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represión  catabólica  en  este tipo  de cultivo. En el caso de la enzima  tanasa,  Lekha y Lonsane  (1994) 

reportaron que ésta se produce en mayores titulo en  CMS  ‘debido  a  que  se produce  casi 

exclusivamente de forma  extracelular y no  se  ve  reprimida en presencia de glucosa. Sin embago,  en 

una  contribución  más  reciente,  Lekha y Lonsane  (1997)  basándose  en los estudios de  Knudson (1913), 

consideran que la producción de la tanasa  por A. niger no está  sujeta a represión  catabólica.  Knudson . 

(1913)  también  reportó que la sintesis de la tanasa  en A. niger no  se reprime  en  presencia de sacarosa 

a una  concentración de 0.3 M. 

En los trabajos  reportados  en el párrafo anterior, se ha hecho notar  la  capacidad de CMS para 

minimizar de forma significativa la represión  catabólica,  nunca antes reportada.  Dichos  estudios  no se 

enfwaron sobre el mecanismo de represión  catabólica como causante de la disminución en los títulos 

de actividad  enzimáticos  producidos en  CML, ya que fueron  diseñados  con  estrategias  experimentales 

para  dilucidar las diferencias  en los títulos de actividad enzimáltica en ambos sistemas de cultivo y no 

sobre la evaluación de tal fenómeno a nivel de mecanismo. Sin  embargo  se supuso que los bajos titulos 

de la actividad  enzimhtica  en CML, se dan  bajo  condiciones de represión  catabólica, las cuales  no 

están  presentes  en CMS. , 

AI respecto,  cabe  destacar los estudios  llevado a cabo  por  Minjares-Carranco y  col., (1 997), Maldonado 

y Strasser de Saad  (1998),  Nandakumar y  col., (1 999)  y Romero-Gómez y col., (2000). En el primero de 

ellos se evidenciaron  cambios  morfológicos  (patrones de esporulación)  en el crecimiento de A. niger y 

de las propi.edades  de estabilidad  térmica de las pectinasas  producidas en mayores titulos en CMS. En 

el segundo  caso,  Maldonado y Strasser de Saad  (1998) al estudiar la producción de pectinasas  por A. 
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niger en CML y CMS, evidenciaron cambios en la composición quimica de la membrana celular, 

especialmente en  la cantidad de ácidos grasos, concluyendo que tales diferencias modifican la forma 

de asimilación de la glucosa y por lo tanto los sistemas de regulación, provocando como respuesta 

títulos de actividad enzimática superiores (hasta 6 veces)  en CMS  que en CML. En  el tercer caso, 

Nandakumar y col.,  (1 999) reportaron que la adición de glucosa  en altas concentraciones en  CMS no 

favorece  incrementos en los títulos de actividad amilasa o amliloglucosidasa producidos por A. niger 

CFTRI 1105. Sin embargo, en  CML observaron reducciones drásticas de ambas actividades 

entimgticas.  Romero-Gómez y col., (2000) a su vez, asociaron las diferencias de actividad invertasa 

producida  por A, niger  a  los valores de biomasa  máxima  alcanzada y a la tasa  específica de crecimiento 

(p), los cuales fueron  mayores en  CMS  que  en  CML 
“ 

ES un  hecho que en CML, la glucosa, potencial causante de la represión de la Síntesis de las enzimas 

de interés,  puede adicionarse a concentraciones muy elevadas sin que  se presente  el mismo 

comportamiento en  CMS. Además, el tiempo de fermentación1 para alcanzar los mayores títulos de 

produccibn  enzimhtica es notablemente inferior  en CMS  que  en el CML. La concentración de glucosa 

utilizada en ambos sistemas de fermentación, varía considerablemente en  los estudios citados 

anteriormente, ya que en CML, concentraciones  superiores  a lD.055-0.16 M, generan condiciones de 

represión  catabólica de los genes  involucrados en  la expresiórr  de las enzimas estudiadas, mientras 

que  en CMS, se pudieron emplear concentraciones de glucosa superiores a 0.55 M. Ramesh y 

Lonsane, (1991)  explicaron estos resultados como un  proceso de desadaptación total manifestado en 

CML. A su  vez,  Viniegra-González  (1995)  indicó que los patrones de producción de enzimas en  ambos 

sistemas de cultivo esta fuertemente ligada  a la difusión de los nutrientes en el medio externo del 
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microorganismo y  a la velocidad  con que este los consume. S'in embargo, las explicaciones existentes 

sobre este  tipo de patrón en la producción de enzimas en CMS y CML son escasas, y tal vez ninguna 

de éstas, por sí solas  puedan  justificar completamente la presencia de este tipo de patrones, sino más 

bien, puede ser el  resultado de varias o casi todas estas explicaciones. La mayoría de los trabajos 

mencionados anteriormente carecen de una  estrategia experimental definida para la interpretación de 

diferencias tan  marcadas  en sistemas de cultivo  tan diferentes, ya que aparentemente solo fueron 

dirigidos para  evidenciar  las diferencias en los títulos de actividad enzimática de interés. 

Romero-Gómez y col., (2000) enfocaron su estudio de producción de invertasa  fúngica considerando 

algunos parámetros cinéticos del crecimiento microbiano, concluyendo que el rendimiento de 

enzimalbiomasa (YE~x) no es significativamente diferente en ambos sistemas de cultivo, en oambio los 

valores obtenidos  para la biomasa máxima (Xmax) y la velocidad específica de crecimiento (p) si lo 

fueron. Es decir, en CMS se produjo más enzima  porque se obtuvo más  biomasa en presencia de altos 

niveles de glucosa  pero  sin la represión  catabólica. 

Debido a  la  naturaleza .del crecimiento fúngico, es  lbgiccl suponer que la concentraci6n de 

microorganismo (X) influye en la velocidad con que aumenta la población (rx) y la velocidad con que se 
". I 

forma el  producto  (qp), sobre todo si éste es un metabolito primario, como lo es el  caso de las enzimas 

hidrolasas. Lo anterior implica que  un estudio cinético sobre la loroducción de una  enzima  permitirá la . 

obtención de datos sobre los estados fisiológicos de los microorganismos en CMS y CML. AI respecto, 

el Único estudio  orientado sobre represión  catabólica en CMS fue el  reportado  por Nandakumar y col., 

(1999) quienes evaluaron dicho fenómeno en la biosintesis de amilasas fúngicas, sin embargo, sus 
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resultados no aportaron nada nuevo en  relación  con II:, anteriormente publicado por Otros 

investigadores (Ramesh y Lonsane, 1991; Solis-Pereíra y col.,, 1993; Lekha y Lonsane, 1994; Acuña- 

Argüelles y col., 1995; Goerge y col., 1997; Maldonado y Strasser de  Saad, 1998; Romero-Gómez y 

col., 2000). De tal forma que, al momento no existe un estudio que involucre parámetros tales como el 

rendimiento en biomasa (Yws) y en producto (Yp), los cuales son parámetros de importancia 

fundamental dentro de la microbiología industrial, ya que  dan luna medida de la eficiencia del proceso 

de producción. En el caso de enzimas inducibles, su producción en la mayoría de los casos, es 

consecuencia directa de la degradación o utilización de la fuente de carbono empleada para obtener 

energía y como molécula inductora, por Io que en este tipo de productos la velocidad de formación 

tendrá contribuciones importantes. Tomando en cuenta lo anterior y considerando que en el presente 

trabajo se estudia la producción fúngica de la tanasa de Aspergillus  niger Aa-20 en CML y CMS, a 

continuación se presentan algunos conceptos básicos en el estudio cinetico de la producción de 

enzimas microbianas. 

3.4 Aspectos  cinéticos  del crecimiento celular y la formación de productos microbianos 

El crecimiento microbiano es seriamente afectado por condiciones tales como: temperatura, pH, fuerza 

iónica y la concentración de sustrato, las cuales son generalmente establecidas desde el principio del 

cultivo y que durante el transcurso de éste, varían en el sistema, a no ser que exista un control externo 

que limite dicha variación. Para un cultivo por lote, el crecimiento microbiano puede ser estimado a 

traves del modelo propuesto en 1942 por Monod: kt = [pmax(S/Ks +S)]. Donde la variacibn en la 

formación de biomasa en función de tiempo (dX/dt) es igual a WX, que representa la velocidad de 

crecimiento celular. X, es la concentración de biomasa; S es la concentración de sustrato; &, es la 

" , 
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constante de saturación y, p = velocidad especifica de crecimiento, que tiene un valor que se considera 

constante en la fase exponencial del crecimiento, cuando éste  es proporcional a la cantidad de cklulas 

presentes. Es importante señalar que existen otros modelos para el crecimiento; son ejemplos el 

modelo de crecimiento lineal (Quintero, 1990) que ocurre cuando existen limitaciones debidas a 

velocidades de difusión o de transferencia de masa. Cuando el crecimiento de mohos  en CML se da  en 

forma de pellets se utiliza el modelo de Righelato (1975), el cual considera que la capa periférica del 

pellet crece exponencialmente cuando excede cierto diámetro, provocando que no se difunda el 

sustrato dentro del pellet con la velocidad suficiente para mantener el crecimiento exponencial en  toda 

su masa. Por otro lado, el modelo de Gompertz (Draper y Smith, 1966), permite calcular el valor de p, 

en una relación algebraica tiempo-producto (Saucedo-Castaieda y Gomez, 1989). Sin embargo, el 

modelo descrito por Monod (1942) ha llegado a ser la expresibn empírica más utilizada para describir la 

velocidad específica de crecimiento. 

Si se establece una relación entre la cantidad de biomasa gelnerada con el sustrato consumido y los 

productos formados se denominan rendimiento o conversibn del sustrato ~ W S  = (X - Xo)/(So-S)] y 

rendimiento de formación de producto [VP = (P - Po)/(X - Xo], respectivamente. Ambos son fuertemente 

influenciados por el tipo de cultivo, las condiciones del mismo y del tipo de microorganismo. A bajas 

concentraciones de sustrato, la ecuación de rendimiento YNUs pulede incluir un factor que tome en cuenta 
~ . . .  , 

el mantenimiento celular. 
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Las velocidades específicas tanto de consumo de sustrato (qs) como de formación de producto (qp) se 

pueden calcular fácilmente si se conoce el valor de p., ya que ~/YxI ,  = qS, mientras que ~ Y P  = q p  

(Ertola y col., 1994). 

En  relación a la evaluación cinética de la formación de productos microbianos, se han propuesto 

muchos modelos para la producción de muchos metabolitos; tres de ellos han servido notablemente 

para explicar el comportamiento de sistemas simples: a) el modelo asociado al crecimiento, b) el 

modelo no asociado al crecimiento y c) el modelo mixto o combinado. El primero modelo considera que 

el sustrato es transformado estequiométricamente en un solo producto (P), en donde la velocidad de 

formación está en relación con  la velocidad de crecimiento por dP/dt =a dXldt, donde, a = constante 

estequiomktrica. En los casos en que la formaci6n de producto es independiente de la velocidad de 

crecimiento, dP/dt pX, donde, p = constante de proporcionalidad. La constante p representa la unidad 

de actividad formadora del producto por masa de células en el tiempo (t). El modelo mixto o 

combinado, propone expresar la producción como la suma de ambas relaciones anteriores: dP/dt = a 

dWdt +DX, Io cual  puede  ser representada como qp = 1IX  dPdIt ap + p, donde qp = tasa especifica de 

formación de producto. 

Luedeking y Piret (1959) y Kono y Asai (1969) han aplicado este modelo a diversas fermentaciones 

con buenos resultados, además, de este modelo se han generado modelos mas complicados, en los 

cuales a y p son variables o adquieren valores discretos en las cuatro fases del crecimiento microbiano 

en cultivos por lote. Ertola y col. (1994) mencionaron que el segundo miembro del modelo combinado 

expresa la velocidad de formación del producto en relación al crecimiento, además en el caso de 
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enzimas inducibles, su formación es consecuencia directa de la degradación de la fuente de carbono 

utilizada como inductor, por lo que en este tipo de productos, el conocimiento de la velocidad de 

formación y el de la asociación producto-biomasa representa contribuciones importantes. 

Antes de estudiar las causas primarias de la manifestación de comportamientos diferentes en la 

producción de enzimas en CML y CMS, es necesario detallar cinéticamente los perfiles de produccion 

en ambos sistemas de cultivo. Esta información proporcionará datos relevantes que permitirhnmanzar 

en el estudio sobre las diferencias en los titulos de producción enzimática en sistemas de cultivo 

diferentes. 

Los estudios reportados indican que el CMS resulta un proceso más atractivo para  la producción de 

enzimas microbianas, en términos de actividad (Ramesh y Lonsane, 1991; Solis-Pereira ycol., 1993; 

George y col., 1997), de estabilidad (Alazard y Raimbault, 1981; Lekha y Lonsane, 1994) y 

productividad (Acuña-Argüelles y col., 1995; Maldonado y Strasser de  Saad, 1998; Romero-Gómez y 

col., 2000), entre otros. Sí en términos de productividad enzimática el CMS es mas atractivo que el 

CML, resulta importante conocer en detalle los aspectos fisiológicos involucrados en estos procesos, 

Especialmente porque es posible que los parámetros de optimización para  cada uno de estos tipos de 

cultivo sean distintos y obedezcan a diferentes condiciones de cultivo. 

Una de las diferencias fisiológicas bien conocidas entre el CMS y el CML es  el proceso de esporulación 

de los hongos, el  cual es difícilmente controlable en CML, donde además, se presenta en tiempos mhs 

largos con respecto al CMS (Viniegra-González, 1995). Con respecto a hongos filamentosos, se ha 



Antecedentes 

reportado que su crecimiento se ve favorecido en CMS, ya que éste proceso brinda un habitat tipo 

natural (Ramesh y Lonsane, 1991), caracterizado por los bajos valores de actividad de agua. Pandey 

(1992) en su revisión sobre procesos de  CMS sugiere que  uno  de los principales parámetros que 

influyen fuertemente en los niveles de productividad es la actividad de agua, basando su observación 

en los resultados obtenidos para  la producción de poligalacturonasa y celulasa por Geotrichurn 

condidurn (Davis y Baudoin, 1987) y de poligalacturonasa, D-xilanasa y b-galactosidasa por 

Trichoderma viridiae (Grajek y Gervais, 1987). 

Dada la  poca información disponible para conocer de forma completa las causas que originan tales 

diferencias, es necesario conocer parámetros tales como, la relación y el potencial de inducción, la 

veloc.idad diferencial de sintesis enzimática, entre otros, los cuales modifican los patrones de 

produccibn de los metabolitos de interés en sistemas de CML y CMS. En este último, ademas es 

importante considerar los roles que juegan aspectos tales como, la movilidad del agua libre en el 

soporte, su grado o densidad de empaque, la actividad de  agua, concentración real de los sustratos en 

la vecindad de las células y la afinidad de las enzimas por tales sustratos (inductoreslrepresores 

catabólicos). 

Los estudios de referencia aquí presentados, han reportado que los altos titulos de producción 

enzimática en  la CMS se deben a una reducción de las condiciones de represión catabólica (Ramesh y 

Lonsane, 1991; Solís-Pereíra y col., 1993; Lekha y Lonsane, 1994; Acuña-Argüelles y col., 1995; 
4 

Maldonado y Strasser de  Saad,  1998; Romero-Gómez y col., 2000). Incluso, Bailey y Pessa (1990) en 

una discusión muy ligera de las diferencias en  la productividad, atribuyeron menores títulos de actividad 



enzimática en CML a la ruptura celular por las condiciones de cultivo. En estos trabajos, no se discuten 

aspectos tan importantes tales como, los patrones de producción y las relaciones de induccibn y 

represión catabólica, así como las tasas diferenciales de síntesis enzimática de los sistemas 

comparados. Pandey y col., (1999) al revisar las enzimas producidas por CMS hacen énfasis en la falta 

de información encaminada a determinar las causas por las  cuales los títulos enzimáticos logrados en 

CMS son mayores que aquellos obtenidos en CML. Esto, sugiere que para poder establecer diferencias 

concretas al comparar sistemas tan marcadamente diferentes, primero deben considerarse los 

aspectos que en este trabajo forman la parte fundamental. Una vez que se haya establecido la 

influencia d e  los diferentes factores mencionados se debera ejecutar la búsqueda experimental que 

lleve a encontrar las respuestas sobre las cuales se logre un mayor entendimiento sobre los altos títulos 

obtenidos en  la producción de enzimática en la CMS. 

Es importante señalar que, a diferencia de los trabajos citados sobre el tema, en el presente texto se 

indican diferencias en los patrones de producción de la síntesis enzimática considerando otros 

aspectos importantes, como  los relacionados con la presencia de actividades proteolíticas que 

destruyen las enzimas inducidas y las diferencias en los coeficientes cinéticos en ambos sistemas de 

cultivo. Para establecer las diferencias en los patrones de producción enzimática en CML y CMS, se 

utilizó coma modelo de estudio la enzima tanasa producida por Aspergillus niger Aa-20 usando espuma 

de poliuretano como soporte inerte del CMS, ya que  se sabe que la heterogeneidad del soporte (tal es 

el caso de los residuos agro-industriales), representa uno  de los principales problemas en los estudios 

fisiológicos, sobre todo en  las determinaciones analíticas de las concentraciones de biomasa, mígeno, 

sustrato y producto formado; sin embargo, esto puede ser fácilmente resuelto con el empleo de 
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soportes inertes (Favela y col., 1995), ya que aquí se presentan un menor número de interferencias 

(Zhu y col.,. 1994). Es importante considerar que el empleo de un soporte inerte, permite relacionar la 

cantidad de biomasa generada con  la  caída de presión en los reactores de fermentación durante el 

crecimiento microbiano (Auria y col., 1993). Dicha demostración permite medir aquello a lo que se  le ha 

denominado impedimento estérico del CMS (Laukevics y col., 1984), y que es función directa del grado 

de empaque del reactor y por lo tanto con  la cantidad de espacios disponibles que pueden ser 

ocupados por  la biomasa que se genera durante el proceso de fermentación, por tal motivo resulta 

importante considerar la versatilidad de los soportes inertes a seleccionar (Viniegra-Gónzalez, 1995). 

Las diferencias encontradas en el presente estudio, se basan en una discusión fisiológica en términos 

de coeficientes cinéticos y rendimientos, infiriendo de esta forma la generación o ausencia de 

condiciones de represión catabólica en los sistemas de producción enzimática evaluados, utilizando 

para ello al ácido tánico como fuente de carbono y energía, además como fuente de inductor de la 

actividad tanasa, además se utilizó la glucosa como fuente de carbono y energía y como molécula 

represora de la actividad tanasa. 

- 

3.5 Tanin  acil hidrolasa 

La tanasa cataliza la hidrólisis de los enlaces éster presentes en  la molécula de los taninos hidrolizables 

y de los ésteres del ácido gálico (Lekha y Losane, 1997). Esta enzima es producida por hongos 

filamentosos, principalmente por especies de Aspergillus, Penici//ium, Fusarium y Trichoderma (libuchi y 

col., 1967; Rajakumar y Nandy, 1983; Kawakubo y col., 1991; Lekha y Lonsane, 1994; García-Pefia, 
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1996; Bajpai y Patil, 1996), pero también la producen bacterias (Deschamps y ~01.~1983; Skene y 

Brooker, 1995) y levaduras (Aoki y col., 1976). Además, esta actividad esterasa ha sido detectada en 

diversos vegetales (Sourlangas, 1947; Madhavakrishna y col., 1960). La tanasa se aplica 

comercialmente en  la manufactura de algunas bebidas y alimentos, en la industria quimica- 

farmaceútica, cervecera y de alimentación animal (Ribereau-Gayon, 1973; Coggon y col., 1975; Chae y 

Yu, 1983; Pourrat y col., 1985;  Sittig, 1988; Lekha y col., 1993). Sin embargo, el uso de la tanasa a gran 

escala está severamente limitado, debido a diferentes factores, entre los cuales, el costo de producción 

y el insuficiente conocimiento de la enzima son los más importantes. 

La enzima .tanasa es una hidrolasa (3.1.1.20)  que actúa sobre algunos taninos, principalmente los 

hidrolizables (¡.e. derivados de la galoil-glucosa). Para ejemplificar Io anterior, en la figura 1 se muestra 

la reacción de hidrólisis de una mol de ácido tánico (Figura l a )  y de un éster metílico del ácido gálico 

(Figura 2b). Sobre el ácido tánico (un tanino hidrolizable), la tanasa genera glucosa y ácido gálico como 

productos finales de la reacción (Haworth y col., 1958). Los compuestos intermediarios en esta 

hidrólisis son: 1,2,3,4,6-pentagaloil-glucosa, 2,3,4,6-tetragaloil-glucosa y dos tipos de monogaloil- 

glucosa. Cuando el sustrato de la reacción es el metil éster del ácido tánico o el metil galato, la tanasa 

genera ácido gálico y alcohol métilico como productos finales (Ibuchi y col., 1972). La Figura l a  muestra 

la reacci6n catalizada por  la tanasa sobre el hcido thnico, el cual puede o no estar metilad0,sl no 10 

está, la molécula de glucosa puede unirse a través de enlaces tipo éster a radicales RP (ácid0 digálico) 

sobre los carbonos 1,2,3 y 4 , y al radical RI (ácido gálico) sobre el carbono 6.  Si el ácido tánico está . 

metilado, el radical RZ será reemplazado en todas las posiciones por un radical R3 (m-digalato metilado; 

no se muestra en  la figura) (García-Peña, 1996). 
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La tar,asa juega  un papel importante en la formaclón de los taninos complejos en las plantas, los cuales 

por definicitn son un gi’upo de compuestos ferirjiicos hidroc:olubles con difelentes pesos moleculares, 

los cuales dependerán de los enlaces que posean con proteínas, polisacándos (son ejemplos la 

celulosa y la pec?ica) y gelatina (Swain y Bate-Smith, I%?), p~ lo que las valores de dichos pesas 

varian entre 500 y 3000 g mol-’; además, la tanass está involllcrada en !z rnaduración de las frutas 
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debido a que desesterifica algunos ésteres formados a partir de los ácidos quebulínico, ghlico y 

hexahidrofénico con la glucosa (Madhavakrishna y col., 1960). 

Los taninos se clasifican en dos grandes grupos: los taninos hidrolizables y los condensados. El primer 

grupo involucra un alcohol polihídrico esterificado con ácido gálico o alguno de sus derivados, por lo 

que se clasifican en  las familias de galotaninos y elagitaninos; el segundo grupo esta formado por 

fenoles del tipo flavona conocidos como flavolanos (Nishira y !Joslyn, 1968; García-Peña, 1996; Lekha y 

Lonsane, 1997). El contenido en azúcares y la disponibilidad como sustratos de la tanasa son dos 

diferencias entre los taninos hidrolizables y los condensados. Goodwin y Mercer (1983) reportaron que 

los taninos condensados no poseen residuos de azúcares, solamente son polímeros del flavan-3-01 o 

del flavan-3,bdiol  (Lekha y Lonsane, 1997). Así también, George y Sen (1960) demostraron que la 

tanasa no actúa sobre este tipo de taninos, únicamente sobre los taninos hidrolizables. 

La mayor parte de los trabajos relacionados con la enzima han considerado aspectos de producción, 

extracción, purificación y caracterización de la tanasa producida via microbiológica, usando hongos 

filamentosos, principalmente del género Aspergillus a través de procesos de fermentación en medio 

líquido. La Tabla 1 muestra un resumen de los hallazgos más relevantes relacionados con la tanasa. En 

forma general, se  puede establecer que la tanasa fúngica producida por cultivos líquidos se expresa en 

bajos títulos y se encuentra asociada a la biomasa del microorganismo Io que representan gastos 

adicionales en su proceso de producción debido a que las células microbianas deben romperse para la 

extracción de la enzima (Lekha y Lonsane, 1994). 

3 o 
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Tabla 1. Resumen  de los hallazgos  históricos  relacionados  con la tanasa. 
, . .Evento Referencia , , 

, . . . .  , :.. .’ 

Formación de acido gálico por P. glaucum y A. niger, los cuales  fueron  capaces de Teighem,  1867 
crecer  sobre  ácido  tánico 

. . .. . . .... . 

El tanino  se hidroliza por A.nigercon una  enzima llamada tanasa 

Estudio de propiedades  de la tanasa y reporte de la inducibilidad de la misma 

Purificación de la tanasa de A. oryzae  producida  sobre un medio de  salvado  de 
trigo 

Reporte  de  las propiedades y de la especificidad de la reacción  de  la  tanasa 

Uso de la tanasa en la producción de  ácido  gálico  usando  acido  tánico  como 
sustrato  en fermentación en  estado  sólido  con  A. niger 

Purificación y cristalización de la tanasa de Caesalpinia  coriaria 

Purificación y caracterización  de la tanasa  producida por A. niger,  A.flavus y A. 
Oryzae 

Detección  y purificación de  una  tanasa  de  origen  animal  (bovino)  a paltir de la 
membrana  mucosa  del rumen y del intestino delgado  de  becerros 

Producción  de  una  tanasa  producida por cepas bacterianas usando  como  sustrato 
la corteza  de  nogales 

Purificación y caracterización de la tanasa  producida por P. chrysogenum 

Descripción de la esterificación del  ácido  gálico con una  tanasa  inmovilizada y otra 
soluble,  usando diferentes alcoholes y dioles 

Caracterizacion de la actividad tanasa  en  extractos  de  té 

lnmovilizacibn de la tanasa  en micelas inversas para la producción de propilgalato 
Identificación y purificación de 2 isoenzimas de la tanasa  de A.  Oryzae 

Hidrolisis del  ácido  tánico  a  ácido gálico usando  una  tanasa  fúngica  inmovilizada  en 
el mismo micelio 

Estudio comparativo  de los titulos de actividad tanasa y localización de  la  enzima 
producida por A. niger PKL  104 en fermentación líquida sumergida y superficial y 
en  fermentación en estado sólido 

Purificación de  epigalocatequina  de un hidrolizado  enzimático  preparado con 
tanasa,  usando cromatografia HSCC 

Femback, 190 1 

Pottevin,  1901 

Kita, 1917 

Dykerhoff y Ambnrster,  1933 
Mikhlin y Gulkina,  1933 
Thom y Raper,  1945 

Fang,  1940 

Madhavakrisnha y Bose,  1961 

Dhar y Bose,  1964 
Yamada y col.,  1968 
libuchi y co1.,1967 

Begovic y Duzic, 1976 
Begovic y Duzic,  1977 

Deschamps y col., 1983 
” 

Rajakumar y Nandy,  1983 

Weetal  1985 

Thomas y Mutagh,  1985 

Gathon y col., 1989 
Beverini y Metche,  1990 

Barthomeuf  y col., 1994 

Lekha y Lonsane,  1994 

Du y col., 1994 
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Continuación de la Tabla l... 

Optimización de la biosintesis de la tanasa  por Rhizopus  oryzae Hadi y col., 1994 

Uso de la tanasa en  la reducción de fitato en frijoles (Phaseolus vulgaris L) Gustafsson y Syberg,  1995 

Selección de hongos  productores de  tanasa extracelular Bradoo y col., 1996 

Producción  de tanasa  por  fermentación  en  medio sólido Chatterjee y col., 1996 

Optimización  paramétrica y regulación  bioquimica de la tanasa  extracelular  Bradoo y col.,  1997 
producida  por A. Japonicus 
Evaluación de la seguridad de una  preparación  enzimática de una tanasa  derivada Lane y col., 1997 
de A. Oryzae 

Revisión  critica  sobre la producción y aplicaciones de la tanasa Lekha y Lonsane,  1997 

Inducción de la tanasa  en  algunos  miembros de fungi imperfect¡ Bajpai y Patil, 1997 

La tanasa  puede  obtenerse  a partir de fuentes vegetales, animales y microbianas.  En el caso de las 

fuentes vegetales, la enzima  está presente en plantas con alto contenido de taninos, localizándose 

tanto en frutas, hojas, vainas, ramas y cortezas de arboles como el “konnam”, “el mirobolano” y el 

“badúl” (Madhavakrishna y col., 1960; Pourrat, y col., 1985; Lekha y Lonsane, 1997). A partir de 

fuentes animales, la tanasa puede extraerse de la mucosa ruminal e  intestino delgado de bovinos 

(Begovic y Duzic, 1976, 1977). Además,  se ha  reportado que algunos insectos producen la enzima 

durante el estado larvario (Nierenstein, 1930). La fuente más importante de la enzima es vía 

microbiana, debido a que las enzimas producidas son mas e.stables  que  sus análogas obtenidas de 

otras fuentes (Lekha y Lonsane,  1997). Así también, los nnicroorganismos pueden  producirla en 

grandes cantidades de forma constante. Se conocen diversas patentes para la producción de la enzima 

y algunas aplicaciones de la misma. La Tabla 2 presenta  una  lista de patentes relacionadas con la 

tanasa. 
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La tanasa puede ser producida por bacterias de los géneros: Bacillus,  Corynebacferium, Klebsiella 

(Deschamps y col., 1983), por la enterobacteria, Streptococcus bovis (Osawa y Walsh, 1993) y por la 

bacteria ruminal Selenomonas ruminantiurn (Skene y Brooker, 1995). Se acepta generalmente que las 

bacterias son organismos muy sensibles a la presencia del Acid0 tánico, pero las bacterias referidas 

fueron capaces de crecer sobre este compuesto y degradarlo. En el caso de las levaduras, Aoki y col., 

(1976) reportaron que una  cepa del género Candida produjo la tanasa, siendo hasta el momento el 

Único reporte publicado. Los hongos filamentosos son lo!; microorganismos que más han sido 

estudiados, entre los que se incluyen especies de los géneros: Ascochyta, Aspergi//us, Chaefomium, 

Mucor,  Myrofheciurn,  Neurospora,  Rhizopus, Trichofheciurn y Penicillium, según lo reportado por Lekha 

y Lonsane (1997); adicionalmente, Bajpai y Patil (1996, 1!397) tambih reportaron a los generos 

Fusarium y Trichoderma. 

/cadas sobrecproducción y algulnas aplicaciones de la tanasa _____1_. 

Tipo, Titula Número AutoresfPrapjetaFiofña, : .  
I Producclon  de  tanasa  por  Aspergillus  Jpn.Pat.72,25,786 Y. Fumihiko  y M. Kiyoshi,  1975 - 
I Manufactura  de  tanasa  con  Aspergillus  Jpn,Pat,62,272,973  SOkamura  (Kikkornan  Corp.) y K. Yuasa  (Inabata y 

I Elaboración  por  fermentación  de  la  tanasa  Jpn.Pat.63,304,981  S.Okarnura, K.  Mizusawa, K. Takei, Y. Imai, y S. It0 

I Proceso  para  la  producción  de  la  tanasa y su  Eur.Pat.339,OIl E Vandamme, M. Jerome,  A.Vermiera y 

Co.Ltd.),  1987 

(Kikkornan y Inabata),  1988 

aplicación  para  la  obtención  de  ácido  gálico  con  M.Maria,  1989 
Aspergillus 

naturales  N.Orangeburg,  1974. 
I1 Conversion  de  té  verde  usando  tanasa  y  hojas  de  té  U.S.Pat.3,812,266 G.Sanderson, N Englewood,  P.Coggon y 

II Té soluble  en  agua  fria  U.K.Pat.l,280,135 P.Coggon,  H.  Graham y G.Sanderson, 

II Extraccion  de té en  agua  fria  Ger.Pat.2,610,533 P.Coggon,  H.  Graham,  A.  Hoefler y G.  Sanderson 

II Solubilizacion  enzimática  de  crema  de té U.S.Pat.3,959,497 Y.Takino  (Coca-Cola),  1976 
I1 Té U.K.Pat.l,546,508 PCoggon,  H.Graham,  A.  Hoefler y G.Sanderson,  1979 
I I  Tratamiento  enzimatico  de té negro Eur.Pat.l35,222 C.Tsai  (Procter & Gamble),  1985 

1975 

(Unilever NV), 1976 

Nota: Tipo I: patentes de producción de tanasa por fermentación liquida 
Tipo II: patentes  de aplicaciones de la tanasa 
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Recientemente, Bajpai y Patil (1996, 1997) llevaron a cabo una serie de estudios comparativos 

relacionados con  la producción de la enzima tanasa por varias especies fúngicas, encontrando que F. 

solani, T. viride y A. fischerii fueron mejores productores de la enzima que el hongo mas ampliamente 

estudiado y caracterizado como el mejor productor de tanasa, A. niger. Hay que considerar que  para 

usos industriales de producción de tanasa, los microorganismos seleccionados deben contar con  el 

certificado de cepa GRAS (Generally Recognized as Safe). 

Los pocos estudios relacionados con los mecanismos involucrados en la regulación de la expresión de 

la tanasa en los microorganismos han provocado que en la actualidad existan grandes controversias 

sobre este tópico. En un estudio pionero, Knudson (1913) reportó que la tanasa de A. niger se induce 

únicamente cuando el microorganismo crece en presencia de ácido tánico dando como productos 

finales de la hidrólisis el ácido gálico y la glucosa (Nishira y Mugibayashi, 1953). Esto no concuerda con 

lo reportado por Seiji y col, (1973) quienes mencionaron qlue la actividad tanasa de varias cepas 

fúngicas (incluyendo a A. niger) se expresa cuando el microorganismo crece únicamente sobre 

glucosa. Recientemente Bradoo y col., (1997) demostraron (que la enzima tanasa producida por A. 

japonicus puede expresarse aún en ausencia del ácido tánlico cuando el microorganismo se hace 

crecer sobre otros sustratos, tales como algunos monosacáritlos, disacáridos, polisacáridos o incluso 

sobre peptona y caseína, considerando que la enzima se expresa de forma constitutiva. Estos niveles 

de actividad pueden ser considerados como los niveles basales de expresh,  de los cuales depende 

que el microorganismo utilice eficientemente a los taninos hidrolizables como fuente de carbono y 

energía. Bajpai y Patil, (1997) reportaron que la tanasa producida por algunas especies de los géneros 
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Fusarium,  Trichoderma y Aspergillus puede inducirse por diversos compuestos, tales como: pentagaloil- 

glucosa, metil galato, acido gálico y el pirogalol; ellos sugieren que la regulación de la tanasa no puede 

ser controlada por inhibición por retroalimentación, debido a clue el ácido gálico es el producto final de 

muchos sustratos empleados como inductores de la actividad tanasa, ni tampoco por represión 

catabólica. Sobre estas aportaciones puede cuestionarse que  el  ácido gálico induzca la expresión de la 

actividad tanasa, debido a que dicha enzima por naturaleza es una esterasa, e incluso este Acido ha 

sido involucrado en el mecanismo de regulación de la actividad por producto final (Bradoo y col., 1997). 

Por otra parte, también se ha cuestionado que el ácido tánico sea el inductor de la actividad tanasa, 

debido a que es  una molécula de gran tamaño y muy reactiva, Io que implica que  este compuesto no 

puede atravesar la membrana celular del microorganismo. Esto lleva a pensar que probablemente uno 

de los intermediarios formados sea en realidad el inductor de la actividad. Sobre este aspecto, Lekha  y 

Lonsane (1997) proponen que la inducción de la tanasa se lleva a cabo de forma similar a la de las 

celulasas, en donde se requiere de ciertos niveles basales de la enzima, necesarios para iniciar la 

hidrólsis del sustrato y generar de esta forma al inductor de la síntesis de la enzima. 

La producción a nivel comercial de la tanasa es a través de CML utilizando hongos filamentosos, en los 

cuales la enzima se expresa de forma intracelular. Beverlini (1 987) demostró que la enzima se 

encuentra inmovilizada en la pared celular de A. oryzae, por esta razón, es muy importante contar con 

un método de recuperación apropiado para extraer la enzima1 ,de forma activa. Atgunos estudios han 

reportado que los procesos de extracción de la tanasa empleando proteinas hidrofílicas pueden 

favorecer el  proceso de extracción (Golden y Hatton, 1987; Grovenco y Vergegehem., 1987; Yokoyama 
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y col., 1988). En adición, Yamada y col. (1968) reportaron que la tanasa de Aspergillus sp siempre se 

expresa de forma extracelular a bajos niveles y  esta asociada al crecimiento (Do¡ y col, 1973). 

Las condiciones generales para  la producción de la tanasa por las especies del género Aspergillus - en 

cultivos sumergidos son: temperatura de 30 a 33"C, pH de  4.5 a 5.8 y velocidad de agitación entre 160 

y 250 rpm (Adachi y col., 1968; Do¡ y col., 1973; Rajakumar y Nandy, 1983; Lekha y Lonsane, 1994; 

Barthomeuf y col., 1994; Bajpai y Patil, 1997). 

En 1994, Hadi y col. llevaron a cabo una serie de estudios de optimización de la biosíntesis de la tanasa 

usando una cepa de R. oryzae y encontraron una actividad de  6.12 U mL-' cuando el hongo se cultivó 

en un medio Czapek Dox con 2% de &ido ttmico, 1% de glucosa, 0.05% de nitrato de sodio, un pH 

inicial de 5.0 y un periodo de incubación de 4 días. Otro estudio similar fue desarrollado por Bradoo y 

col,, (1997) usando una cepa de A. japonicus, reportando que la tanasa se produce constitutivamente 

sobre azúcares simples y complejos, aunque los títulos se  aum'entan cuando se cultiva en presencia de 

ácido tánico. Dicho reporte involucró una optimización param'étrica que condujo a un incremento de 

13% en la producción de-la enzima a condiciones de 30°C, pH1 6.6, con 0.2% de glucosa en un medio 

mínimo y ácido tánico al 1%. Adicionalmente, Bajpai y Patil (1  997) estudiando a F. solani, T. vidde y A. 

fischerii recomendaron el uso del metil galato como inductor además  del empleo del ácid0 tanico para  la 

producción a nivel industrial de la tanasa , 

Por otra parte, es escasa  la información disponible sobre la producción de la tanasa a través de otros 

procesos de producción. Un ejemplo de dichos procesos es el CMS (Lekha y Lonsane, 1994; 

36 



.4ntecedentes 

Chaterjee y col., 1996), sobre el  cual se han reportado atractivas ventajas para la producción de la 

tanasa. En este tipo de cultivo la tanasa se produce a niveles rnayores que los obtenidos en CML. Esto 

es importante si se consideran aspectos económicos. Además, se ha reportado que la tanasa 

producida por A. niger y R. oryzae en este sistema es estable en un rango amplio tanto de temperatura 

como de pH, lo que hace aún más atractivo el CMS para la producción de la tanasa. Sin embargo, es 

necesario la realización de más esfuerzos y de investigación aplicada para poder optimizar un proceso 

de producción de tanasa por este tipo de cultivo. 

En general, se puede mencionar que para llevar a cabo la producción fúngica de la tanasa a nivel 

industrial reduciendo costos y siendo atractiva y factible, es necesario hacer estudios en diversas Areas 

de investigación alrededor de la enzima. Es necesario un entendimiento completo acerca de su 

regulación, de su capacidad catalitica, de su especificidad, de aspectos de producción óptima a nivel 

industrial, entre otros aspectos más. Adicionalmente, es necesario establecer las mejores condiciones 

para  su producción, y de su comportamiento catalítico a través de un manejo adecuado de las 

condiciones de ensayo. 
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Justijcacion 

4. JUSTlFlCAClON 

Los resultados obtenidos en diversos modelos enzimáticos de estudio por diversos autores sobre la 

capacidad del CMS para minimizar el fenómeno de represiór) catabólica se han asociado a diferentes 

factores medio-ambientales, los cuales influyen directamente en  la fisiología del microorganismo 

(Ramesh y Lonsane, 1991; Solís-Pereira y col., 1993, Acuña-Argüelles y col., 1995, Lekha y  Lonsane, 

1994; Maldonado y Strasser de Saad,  1998; Taragano y Pilosof, 1999; Nandakumar y col., 1999; 

Romero-Gómez y col., 2000). Como se discutió en el capítulo anterior, en estos trabajos, no se han 

tomado en  cuenta aspectos tan importantes tales como, los patrones de producción y las relaciones de 

inducción y represión catabólica, así como las tasas diferenciales de síntesis enzimática de los sistemas 

comparados. Además, en  la actualidad es insuficiente el conocimiento para explicar las diferencias en 

los titulo$ de actividad anrim&tictr &anraeloa ern CML y CM§. 

Lo anterior es la base del presente trabajo, el cual considera que para poder establecer diferencias 

concretas al comparar sistemas de cultivo tan diferentes, primero se deben de establecer los patrones 

de producción de la enzima de interés en condiciones de inducción y de represión, de tal forma que 

permita sentar las bases suficientes para que en trabajos fuluros se demuestren las causas que 

originan tales diferencias. Una vez que se haya establecido la influencia de los diferentes-factores 

mencionados se deberá ejecutar la búsqueda experimental que lleve a encontrar las respuestas sobre 

las cuales se logre  un  mayor entendimiento sobre los altos títulos obtenidos en  la producción de 

enzimática en la CMS. ._ 
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Es importante señalar que, a diferencia de los trabajos citados sobre el tema, en el presente texto se 

indican difeiencias en los patrones de producción de la sínt’esis enzimática considerando además la 

influencia que tiene la presencia de actividades proteoliticas qpe destruyen las enzimas inducidas y las 

diferencias en los coeficientes cinéticos en ambos sistemas de cultivo. 

Para establecer las diferencias en los patrones de produccibn enzimática en CML y CMS, se utilizó 

como modelo de estudio la enzima tanasa producida por As,pergi//us  niger Aa-20 usando espuma de 

poliuretano como soporte inerte del CMS, el cual es  un material poroso, capaz de retener grandes 

cantidades de medio líquido (Zhu y col., 1994) y que permite tener sistemas de cultivo homogéneos en 

donde se facilitan las determinaciones analíticas de las concentraciones de biomasa, sustrato y 

producto formado. Las diferencias encontradas en el presente estudio, se discuten en terminas de 

coeficientes cinéticos y rendimientos, infiriendo de esta forma la generacibn o ausencia de condiciones 

de represión catabólica en los sistemas de producción enzimática evaluados, utilizando para ello al 

ácido tánico como fuente de carbono y energía, además como fuente de inductor de la actividad tanasa, 

además se utilizó la glucosa como fuente de carbono y energía y como molécula represora de la 

actividad tanasa, 

4 

La falta de experimentos dirigidos a detallar claramente la llamada “ausencia aparente de represión 

catabólica” en CMS y la manifestación tan clara de dicho fenómeno en CML cuando se produce la 

misma enzima  en ambos sistemas de producción, justifican el presente trabajo, el cual pretende ser un 

estudio sistemático que permita explicar desde un punto de vista fisiológico las diferencias en los títulos- 

de actividad enzimática en ambos sistemas de cultivo. Posteriormente, una vez establecidos los 
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aspectos fisiológicos se podrán  abordar  en  otros  estudios  aspectos tales como los relacionados  a los 

fenómenos de difusión de los nutrientes, de oxigeno  y de los productos, 

También el trabajo  reúne  información  entorno al modelo  enzimático seleccionado, la tanasa, 

especialmente  sobre  sus  aspectos de producción  en  cepas fitngicas. Cabe adicionar,  que la tanasa  no 

se encuentra  como  producto  purificado  en el mercado industrlial  de enzimas  y que los extractos que  se 

comercializan se caracterizan  por  ser altamente inestables. El interés  en  seleccionarlo como modelo de 

estudio se relacionó  además  a la evaluación de los aspectos que influyen directamente  en la 

inestabilidad de tales  extractos.  De tal forma que, con la información  generada en  este estudio se  abran 

nuevas  líneas de investigación  sobre la tanasa y así a la generación de conocimientos que permitan 

una  optimización  en la producción de la  enzima  y  su  posterior  comercialización  en  forma  purificada o en 

extractos  cuya  actividad  enzimatica  sea estable. 



C.N.   AGUIUR 



Hipótesis 

5. HIP~TESIS 

O Lq. productividad de tanasa de Aspergillus  niger serh mayor en  cultivo en medio s6lido que en 

cultivo  en medio líquido. 

O Estas  diferencias  en  productividades se deberá principalmente a mejores condiciones de 

inducción  y  represión. 

La mayor  tasa de destrucción de tanasa en  cultivo en medio líquido se  debe a un  aumento  de la 

proteolisis. 

0 Aspergillus  niger es más resistente  a la inhibición  por  exceso de glucosa en cultivo en medio 

sblido que en  cultivo  en medio liquido. 



C.N. AGUILAR 
Induccidn y represih de la shtesis de la tanasa de Aspergillus níger Aa-20 en cultivo en medios líquido y sólido 
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6. OBJETIVOS 

6.1 OBJETIVO GENERAL 

0 Evaluar la producción de tanasa de Aspergillus  niger Aa-20 en cultivos en medios líquido y 

sólido bajo condiciones de inducción y represión. 

6.2 OBJETIVOS  PARTICULARES 

0 Establecer un modelo experimental que permita evaluar la producción de tanasa fúngica bajo 

condiciones de inducción y represión en cultivo en medio sólido, usando como soporte espuma 

de poliuretano y compararlos con los obtenidos en cul1:ivo líquido. 

- 

0 Determinar el efecto del incremento en  las concentraciones de inductor (dcido tdnico) y represor 

(glucosa) en  la pt'oduccibn  de la tanasa de Aspergillus  niger Aa-20 en cultivos en medios 

líquido y sólido. 

0 Evaluar la  presencia de actividades proteolíticas en los extractos enzimáticos de la tanasa 

obtenidos del CML y del CMS para definir si son tales actividades las responsables de la 

inestabilidad de dichos extractos obtenidos por CML. 
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7.0 MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 MICROORGANISMO  UTILIZADO 

En  todos los experimentos se  usó la  cepa de Aspergillus  niger Aa-20  (colección  IRD-UAMI), 

caracterizada  por  crecer en medios  con altas concentraciones de  ácido tánico y con alta producción de 

la enzima  tanasa  (Ramírez, 2000). 

7.1 .I Conservación del microorganismo 

Las  esporas de A. niger Aa-20, fueron  almacenadas a -2O’C en tubos  crio-protectores  (conservación a 

largo  plazo  usando el “bead  storage system”, Technical Service Consultants  Limited) y en tubos 

eppendorff  (conservación a mediano  plazo,  usando  una  mezcla de glicerol al 10% - leche  descremada 

al 8.5%). 

7.2 SELECCldN Y CARACTERIZACION  DEL SOPORTE 

Para llevar a cabo los cultivos  en  medio sólido,  se utilizó como soporte la espuma de poliuretano (PUF). 

La seleccibn  del  soporte  incluyb  cuatro  tipos de PUF (Expomex,  MBxico),  a los cuales se les analizb el 

grado  de retención de agua  (capacidad de absorción en  gramos  de agua  por gramo  de PUF) y el 

porcentaje de humedad al mhximo  grado de retención de  agua. El  PUF seleccionado fue  aquél 

conocido  comercialmente  como Super Firme 20-24, el cual se caracterizó a través de un análisis 

estructural y un  análisis  microscópico  para  medir el tamaño de pared y  de porosidad. Los resultados 

obtenidos  se  presentan en.el apéndice I I .  

/ 
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7.3 MEDIOS DE CULTIVO 

El medio de propagación de la cepa fue  el agar papa dextrosa (PDA) distribuido y solidificado en 

matraces  erlenmeyer de  250  mL, el cual se inoculó  con  esporas de A. níger Aa-20 y se  incubó por 5 . 

dias a 30°C. El medio  de.cultivo utilizado para  la producción de la tanasa  reportado previamente por 

Lekha y Lonsane  (1994) y codificado como Medio 1 (Tabla 3), fue  modificado en la fuente  de nitrógeno 

por el efecto  en el pH que tiene el sulfato  de  amonio  al disociarse  (Medio 2). Para  su  preparación el 

medio se esterilizó a 121 “C por 15 minutos. El ácido  tánico se esterilizó por filtración en membranas de, 

nylon (0.45 pm) y se  adicionó al  medio  de cultivo estéril hasta  alcanzar la concentración deseada. 

En el estudio de inducción,  diferentes  soluciones de  ácido tánico (Sigma, U S A )  fueron  esterilizadas  por 

filtración y adicionadas a una  concentración final de  12.5, 25, 50 y 100 gL-1.  Además, en el CMS se 

adicionó  una  concentración final de  160 gL-1. 

En el estudio de represión  (resultados  en la sección 8.2),  se preparó el medio de cultivo a una 

concentracibn de 25 gL-I de  ácido tánico y  se complementó  con diferentes concentraciones de glucosa 

(6.25,  12.5,  25 y 50 4L-I  para el CML y de 6.25 a 200 gl - l  para el CMS). Adicionalmente, en CML 

también se estudió el efecto  del  ácido  gálico  como  única fuente  de carbono  sobre la síntesis de la 

tanasa, usando  una  única  concentración de  25  gL-1. 

Tanto en el estudio de induccibn y represión de la producción de la tanasa de A. nigerAa-20, los niveles 

de  actividad  enzimática  considerados  como  basales  fueron  obtenidos  en  cultivos  donde la única fuente 

de carbono y energía fue glucosa a una  concentración inicial de 30 gL-1. 
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Tabla 3. Medios  de  cultivo  para la producción  de  tanasa  fúngica 

(NH4)2S04 8.76 

Acido  tánico 

0.2 

0.02 

0.004 

0,002 

0.0025 

20.0 

0.88 

0.088 

0.018 

0,0088 

0.012 

O a 100 gL"  (CML) 
O a 160 gL.1 (CMS) 

Glucosa O a 50 gL-1 (CML) 
O a  200 gL" (CMS) 

Medio  reportado  por  Lekha y Lonsane (1994) 
** La  concentración  de  sales  corresponde  a  aquella  utilizada  en  la  preparación  de  un  medio  a  una  concentración  al  25  gL-1 
de  ácido  tánico.  Sin  embargo, la composición  del  medio  cambia  en  función  de  las  concentraciones  de  glucosa y ácido  tánico 
para  mantener  la  relación  de  nutrientes  constante. 

__ ~ 

7.4 PREPARACldN DEL INOCULO 

Se inocularon 50 mL  de  agar papa  dextrosa  (contenidos  en  matraces Erlenmeyer de 250 mL), con 

esporas de A. niger Aa-20, &os se incubaron  a 3OoC por 5 días  y  las  esporas  producidas se 

, ,' 

cosecharon  con  una  solución de Tween 80 al 0.01 % y se contaron en una  cámara de Neubauer. 

7.5 CULTIVO EN MEDIO  LíQUIDO  (CML) 

Los matraces  Erlenmeyer (250 mL)  conteniendo 50 mL  del medio de cultivo a  un pH inicial de 5.5, se 

inocularon  con 2.5  mL  de la suspensión de esporas (2 x I O 7  esporas  por mL  de suspensión) y se 

4 

incubaron  a 30°C por 48 h usando  una  agitación de 220 rpm. La biomasa se separó  por filtración en 

par& Whatman No. 41. El caldo de cultivo libre de células fue utilizado como  extracto enzimático crudo. 
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El micelio se lavó tres veces con solución salina, se congeló con nitrógeno líquido, se maceró en  un 

m o e r o  y el pulverizado se resuspendió  con  una solución amortiguadora de acetatos (200 mM, pH 5.5). 

Los  restos  celulares  se  removieron  por  centrifugación y el sobrenadante resultante se utilizó como 

r., .: 

extracto de la enzima  tanasa asociada al micelio (la cual fue considerada  como  una actividad 

intracelular, por desconocer su localización  en la célula). 

7.6 CULTIVO EN MEDIO SOLIDO (CMS) 

El CMS se llevó a cabo  usando PUF 20-24 de baja densidad (240 g(m3) -I) como soporte absorbente del 

medio liquido. La espuma se preparó siguiendo la técnica  reportada  por Zhu y col., (1994), y se 

pulverizó en un molino de plásticos  (Brabender@ OHG Duisburg). Los reactores tubulares (reactores de 

vidrio de 25 x 180 mm) se empacaron con 1 O g del material inoculado (2 x I O7 esporas g-1 de PUF). Las 

condiciones de cultivo fueron: 30'C, aireación de 20 mL rnin.1; pH inicial de 5.5, humedad inicial de 65% 

y, un tiempo de incubación de  48 h. Para obtener los extractos enzimáticos, 5 g del material fermentado 

se mezclaron  con  agua  destilada (1:lO plv) y se agitaron en vortex por 1 min. Las partículas sólidas se 

filtraron (Whatman 41), y el filtrado claro se utilizb como extracto enzimBtico extracelular. Los s6lidos 

retenidos se lavaron tres veces con 50 mL  de solución fisiológica. El extracto enzimático intracelular se 

obtuvo al congelar  el  material sblido lavado  con nitr6geno líquido, y se recuperó de la forma  descrita 

para'el extracto de la tanasa  asociada al micelio  proveniente del CML. Para  establecer un criterio de 

comparación entre el CML y el CMS, todas las evaluaciones analiticas realizadas (¡.e biomasa) se 

definen en gL-1 considerando como base de cálculo, el volumen de agua  en el medio de cultivo. 
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7.7 MÉTODOS ANALíTICOS 

7.7.1 Contenido de ácido tánico 

La concentración de ácido  tánico  fue  evaluada a través de la técnica de  fenol-sulfúrico para  azúcares 

totales, usando  como  estándar  para  preparar la curva  patrón, ácido tánico (grado: polvo amarillo, 

SIGMA) en  un  rango de concentraciones de O a 2 gL-I. El análisis  consistió en adicionar  un mL del 

extracto  crudo a un tubo  de ensayo  en baño  de  hielo; posteriormente se  adicionaron 2 mL  del  reactivo 

fenol-sulfúrico (1 gL-I) lentamente  por las paredes del  tubo, éste se  agitó  en  el  baño  de hielo y  se llevó a 

baño  maría  en  ebullición  por 5 minutos. Finalmente  se enfriaron las muestras a temperatura  ambiente y 

se leyó  su  absorbancia a una h = 480 nm  en  un  espectrofotómetro  (Shimadzu, UV160 A). La. 

concentración de ácido  tánico se obtuvo al corregir el  valor  obtenido, restando el contenido de glucosa 

en  la muestra. 

7.7.2 Contenido de glucosa 

Para  evaluar la concentración de glucosa  tanto en los cultivos  como  en los ensayos de difusión de dicha 

mol~cula, se emple6  un Kit enzimhtico  para  glucosa (Cod. 1001 191 , Spinreact,  EspaAa). 

7.7.3 Contenido de ácido gálico 

La concentración de ácido  gálico se evaluó  por  cromatografía de líquidos  (Cromatografo 

Thermoseparatlon  Products),  utilizando  una  bomba  Constametric 3200, un  lntegrador  Lctalk  HPLC 

software. Jeringa  Hamilton (100 pL), sonicador  Branson 2200. Las  condiciones de  análisis fueron las 

siguientes: * 

Columna: Spherisorb ODs2 5pL 
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Fase móvil:  metano1 : ácido fórmico 1 % (5 : 95) 

Velocidad  de  flujo: 1.5 mL  min-I 

Volumen  de inyección: 20 pL 

Detector:  Spectromonitor 5000 (Thermoseparation  Products) 

Para  poder  cuantificar la concentración de  ácido  gálico,  el área  obtenida en  el cromatograma se leyó  en 

una  curva  patrón de referencia. 

7.7.4 Ensayo de la actividad tanasa 

La actividad  tanasa, tanto extracelular como la asociada al  micelio,  se ensayó  usando el método 

propuesto por Beverini  y  Metche (1990),  el cual  fue  seleccionado después  de hacer  una comparacih 

entre 5 métodos  reportados  en la literatura y  uno  modificado  en  nuestro laboratorio; dicha  comparación 

fue publicada  en la revista Brazilian  Archives  in  Biology and Technology, 1999, Vol. 42, pp. 355-361. 

Los  resultados  obtenidos de la comparación  pueden  consultarse en el apéndice I. Una-unidad 

enzimática  tanasa (U) se  definió como la cantidad de enzima  necesaria para liberar 1 pmol de  ácido 

gálico  por  mL  por  minuto. El método  consiste en hacer  reaccionar 50 pL de extracto enzimático con  una 

solución de ácido  tánico (1 mL  a  una  concentración de 0.5 gL”) por 30 min; la reacción se  detiene  al 

adicionar 200 pL  de ácido  clorhídrico 2 M. La mezcla de reacción se filtra en membranas de  nylon y se 

inyecta al HPLC. El estándar  fue ácido  gálico  (Sigma, USA) con el  que  se construyó la curva  patrón de 

O a 1 gL-1. 

. .  

7.7.5 Ensayo de la actividad proteasa 

La actividad  proteasa se ensayó  usando el método  espectrofotométrico  modificado de Dosoretz y col., 
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(1990). Una unidad proteasa se definió como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de 

molécula azo colorante del sustrato, el cual produce un cambio de absorbancia (A = 520 nm) de 0.001 

por mL por minuto. 

7.7.6 Estimación de la  biomasa  fúngica 

El contenido de la biomasa formada en  el CML se determinó por gravimetría (peso seco). Debido a las 

dificultades que presenta la estimación de la biomasa formada en el CMS (problemas con  la separación 

de la  masa celular e interferencias con los reactivos utilizados), ésta se estimó usando el mbtodo 

indirecto reportado por Córdova y col., (1996) el  cual se basa en estimar la concentración deproteína 

con el microensayo de Bradford (Bio-Rad@). Este mktodo, evalúa solamente la proteína presente en el 

micelio, pues bajo las condiciones de hidrólisis, la proteína contenida en  las esporas no  se extrae. El . 

métcdo consiste básicamente en  una hidrólisis ácida-térmica de la pared celular. Una porción de 0.2 g 

de material húmedo fermentado se colocb en un tubo de ensayo, al cual se le adicionaron 5 mL de 

&ido fosfbrico 150 mM y se calentb en baAo maria a ebullicibn por 7 minutos, l a  muestra se centrífugb 

y el liquido sobrenadante fue utilizado para evaluar el contenido de proteína por el microensayo de 

Bradford. La absorbancia de la muestra se leyó a 595 nm y el contenido de biomasa se calculb a partir 

de una  curva patrón construida al graficar Abs-595nm vs concentración de biomasa. 

7,7*7 pH 

El pH de los cultivos tanto líquidos como sólidos se evaluó directamente en los extractos crudos 

obtenidos para ensayar la actividad tanasa extracelular, usando un potenciómetro Conductronic pH 20. 
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7.7.8 Actividad de agua (Aw) 

La Aw  de las muestras del CMS se evaluó usando el equipo aquaLab (Decagon). 

7.7.9 Contenido de Humedad 

El contenido de humedad de las muestras del CMS se evaluó, colocando un gramo del material 

fermentado en  las charolas de la termobalanza OHAUS (Mod. 6010), usando una potencia de / 5 watts y 

un tiempo de secado de 30 minutos (suficiente para alcanzar un peso constante). 

7.7.1 O Análisis  estadístico 

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y los valores medios son los reportados. 

Adicionalmente, se usó el anhlisis de varianza, la prueba de comparación de medias de Tukey y la 

prueba de t para evaluar los resultados obtenidos. El análisis estadístico se realiz6 utilizando el 

programa InStat para Macintosh (versión 2.03, 1994 Graphpad Software). 

7.8 RELACldN  DE  INDUCCIdN Y REPRESldN (RIIR) 

Considerando la inducción enzimática como un incremento de la actividad tanasa producida por A. nlger 

Aa-20, provocado por la presencia de un inductor, y la represión como el cese en la produccibn de tal 

actividad por la presencia de glucosa en ambos sistemas de cultivo, el nivel de inducción y represión en 

la producci6n de tanasa por A. niger Aa-20 se calculb usando la siguiente ecuacibn: 

A.T .  
A.T.B. 

It, I ,) = . -  
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Donde: RI/R es la relación de inducción-represión que considera los niveles de  actividad tanasa 

producidos  en  presencia de inductor (y glucosa  en el caso del estudio de represibn)  en  relacidn,  a los 

niveles de actividad  producidos  en  ausencia del inductor. A.T. corresponde  a los niveles de  actividad 

tanasa  producida en presencia de  ácido tánico  (estudio de inducción) y de glucosa y ácido tánico 

(estudio de represión). A.T.B. corresponde  a los niveles de la actividad tanasa  obtenida de un cultivo 

con  glucosa  como  única  fuente de carbono y energía. Es importante  aclarar que a  diferencia de los 

estudios de inducción  en los que  se adicionan  pulsos de la solución de inductor (ylo represor) al caldo 

de  cultivo, los estudios de inducción y represión que  aquí  se presentan, se efectuaron  durante la etapa 

del crecimiento  exponencial del microorganismo,  añadiendo el inductor (ylo represor) desde el inicio del 

cultivo. 

7.9 COEFICIENTES  CINCTICOS 

Los parámetros  cinéticos  usando  en este trabajo  fueron  estimados de la siguiente forma: 

7.9.1 Parámetros  cinéticos  de  crecimiento 

La producción de biomasa,  estimada  como X (gL-I), fue modelada  con  la  ecuación logística:. 

Donde, p, es la máxima  tasa  especifica de crecimiento, y Xmax, es el valor  de equilibrio para X donde, 

dNdt O. La solución de la ecuacibn (2) es la siguiente: 
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Siendo, XO, el valor de X, cuando, t = O. 

7.9.2 Parámetros  cinéticos  de  producción  de  tanasa 

La producción de la enzima tanasa, E (UL-I), fue estimada de acuerdo al modelo de Luedeking y Piret 

(1 959): 

dE * dX 
- = --- + kX 
dl dl 

Donde, YE/X (Ug-I), es el coeficiente de rendimiento de producción y se definib como U1 de tanasa  por 

gramo de X. k, (Uh-lg-l), es similar a p (constante de proporcionalidad definida en los antecedentes) y 

fue considerada como el coeficiente secundario de la producción (k > O) o destruccibn  enzimdtica (k < 

O). La solución de la ecuación (4) E E(X), es dada por la siguiente ecuación: 

- ,  

Siendo, EO, el valor de E, cuando, X = XO. La evolución de, E E(t), puede ser estimada por la inserción 

de X(t) obtenida de la ecuación (3) en la ecuación (5). 

Para estimar los parámetros  cinéticos p, Xmax, k y YEIX de las ecuaciones 3 y 5, X(t) y E(t), se utilizó el 

procedimiento Solver de Microsoft Excel. El algoritmo minimizb la suma de los errores al cuadrado, 

comparando los datos experimentales  con los valores teóricos dados por la ecuación. Es importante 

señalar que para estimar la producción de la enzima  tanasa a través del modelo de Luedeking y Piret 

(1 959), los valores de YEH utilizados, fueron también estimados y resueltos  por  el mismo procedimiento, 

52 



Materiales y Métodos 

ya que  también, éstos fueron  calculados  por  la  correlación lineal entre la actividad  tanasa y la biomasa 

formada y posteriormente  utilizados  para discutir la sección 8.2 de Resultados y Discusiones. 

Conociendo los valores las constantes  ya definidas p y YEH, se puede  estimar a velocidad  específica ' 

de formación de la enzima,. definida como q,, la cual se calculó de la siguiente forma: 

Y P  = PYE,,. (6) 

Además, también  se  puede  conocer la velocidad  específica del consumo de  sustrato, definida  como q,, 

y calculada de la siguiente forma: 

Ys = P h s  (7) 

donde el rendimiento  biomasa  sustrato, se estimó de la correlación lineal entre los valores de la 

concentración de ácido  tánico y biomasa  respectivamente.. 

La productividad, P, fue definida para cada, t > O, como E(t)/t, teniendo el valor  de  referencia, PR, 

definido en  la ecuación (8) y, Pmax = [E(t)/t]max, como el valor máximo de la productividad  observada para 

cada  corrida  experimental. 

7.10 PRESENCIA DE  ACTIVIDADES  PROTEOLíTICAS 

Tanto  en los cultivos  sólidos y líquidos que involucraron el uso de ácido  tánico  como  única fuente  de 

carbono, se llevaron a cabo  análisis de la  actividad proteolítica, debido  al comportamiento  cinético de 
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producción de la tanasa.  Dado que  en  CML, la actividad proteolítica fue siempre mucho mayor,  se 

evaluó la producción de las enzimas  tanasa  y  proteasa  en  presencia de un  inhibidor de proteasas, para, 

lo cual se llevaron  a  cabo  una  serie de  cultivos, empleando  una  concentración inicial de h i d o  tbnico de 

12.5 gL-l.  Un  volumen de 10 pL del  inhibidor (No. p-8215. Sigma,  USA)  se adicionb  a las 10 h del 

cultivo,  el cual se monitoreó  durante 48  h. 

Debido  a que no se  detectó actividad  proteasa  en los extractos enzimáticos  de los CMS se evaluó el 

efecto de  diferentes relaciones  carbonolnitrógeno (UN) en la producción de las actividades  tanasa  y 

proteasa.  Las  relaciones ClN evaluadas  fueron 4.5 y 11.1. En este  experimento, se  usaron  glucosa  y 

h i d o  tánico  como  fuentes de carbono  a  una  concentración inicial de 25 gL-l  en ambos  casos. Las 

actividades  enzimáticas se ensayaron  a las O y 48 h del cultivo. 

c 
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8. RESULTADOS Y DISCUSION 

8.1 PERFILES  DE  CRECIMIENTO Y DE PRODUCCldN  DE TANASA  EN CML Y CMS 

El  estudio  cinético  del  efecto de la glucosa y el ácido tánico a  diferentes concentraciones  sobre el 

crecimiento y la producción de la tanasa de A. niger Aa-20 en CML y  CMS ha sido enviado para su 

publicacion  en el Journal of Mustrial Microbiology and Biotechnology (Apéndice I). Además, la sección 

correspondiente a la influencia de la fuente de carbono  sobre la tanasa  producida  por A. nigerAa-20  en 

CMS ha  sido  publicada  en el capítulo  44 del libro Coffee Biotechnology and Qualify editado por la 

compañía editorial holandesa Kluwer  Academic Publishers-Dordrecht  (Apéndice I). A continuación se 

presentan los resultados  obtenidos  con el uso de  ácido tánico y posteriormente  con  la  glucosa y ácido 

tánico. 

8.1 .I Efecto  de la concentración del ácido tánico 

La tanasa ha sido  reportada  como  una  enzima  inducible por &ido timico, cuando bste es utilizado como 

una  única  fuente de carbono  (Aoki y col.,  1976; Lekha y Lonsane, 1994; Yamada y col.,  1967),  además, 

se ha reportado que la concentración  adecuada para su producción  varía  entre 0.1 a 10% (Aoki y col., 

1976; Lekha y Lonsane,  1997).  En el presente estudio,  el crecimiento de A. niger Aa-20 y la producción 

de la tanasa  fueron  evaluados  en  CML y CMS con diferentes concentraciones iniciales de  ácido  tánico 

(SO = 12.5, 25, 50 y 100, gL-1). Las cinéticas de crecimiento de A. niger Aa-20 en CML y CMS se 

presentan  en la Figura 2. En CML, el incremento en la concentración inicial de ácido  thnico a 50 gL-1 

favoreció  un  mayor  crecimiento de A. niger Aa-20, sin embargo, una  concentración inicial de 100 gL-1 

afecto  significativamente (a=0.05) el crecimiento del microorganismo,  probablemente  por  un efecto  de 
” 
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inhibición, lo cual se sugiere  dada la tendencia que presentó el valor de p y Xma, en  función de la 

concentración inicial de ácido  tánico  (Tabla 4). 
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Figura 2. Cinética  de  crecimiento  de A. niger Aa-20 en  CML (a) y CMS (b) con  ácido  tánico a diferentes  concentraciones  de 

acido  tánico: 12.5 ( e ) ,  25 (A ), 50 (*)y 100 gL-1 (+). La  linea continua son  valores estimados  con  la  ecuacion logistica. 
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Por el contrario, en CMS el incremento en la concentración inicial de ácido tánico de 12.5 a 100 gL-1 

favoreció el crecimiento de A. niger Aa-20, incluso este fue más  rápido que  en  CML, aunque los valores 

obtenidos para Xmax fueron menores. Los valores obtenidos de p en  ambos sistemas de cultivo 

concuerdan  con los reportados  por Romero-Goméz y col. (2000), sin embargo, los valores de Xmax 

fueron totalmente diferentes, lo cual puede estar fuertemente influenciado por el tipo de sustrato 

empleado, ya que ellos  usaron  sacarosa como inductor de la invertasa, un compuesto de mayor  fácil 

asimilación que el  ácido tánico, el cual ha sido considerado como agente antibacteriano. 

Tabla 4. Valores  de la biomasa  máxima (X,,,ax) y de la tasa  especifica  de  crecimiento (p) en  el  cultivo 

de A. niger Aa-20 usando  diferentes  concentraciones  de  ácido  tánico  en  CML y CMS. 
/I 

so CM L 

(eL.l) Xmax I.r Xmax p 

CMS 

(gL') (h.') (gL') (h.') 
12.5 3.5 O. 13 3.9 0.29 

25.0 I 7.9 0.23 4,1 0.29 

50.0 19.7 0.25 4.7 0.22 

100.0  12.5 O. 15 5.5 0.22 

160.0 ND ND 5.9 ND 

ND: no determinada: 

De forma similar a lo reportado  por Romero-Gómez y col. (2000), en CMS el crecimiento del 

microorganismo,  se  da en micelio (como enredadera)  sobre las trabeculas del poliuretano, teniendo 

grandes espacios  libres, lo que sugiere que el cultivo no esta limitado por la transferencia de oxígeno 

como en  el  caso del CML (Marsh y col., 1998), tal como se da en  CML, ya que sobre este sistema de 

cultivo el  crecimiento  se  da  en  forma de "pellets". 
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La cinética de producción de la actividad tanasa extra e intracelular en  CML se muestra  en la Figura 3. 

Los valores máximos de ambas actividades aumentaron con el incremento en el contenido de  ácido 

tánico y los valores de actividad máxima correspondientes a la actividad extracelular fueron hasta casi 

10 veces mayores (2, 500 UL-1) en comparación con los obtenidos de la actividad intracelular (250 UL-'). 
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Figura 3. Producción  de la tanasa  extracelular (a)  e  intracelular (b) por A. niger Aa-20 en CML usando 

concentraciones  iniciales  de  ácido  tánico  de 12.5 (+), 25.0 (m), 50.0 (A ) y 100.0 ( x )  gL-l. Las  líneas  son  los  valores 

obtenidos  con  el  modelo  de  Luedeking y Piret. 
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El efecto del incremento  en los niveles de la concentración inicial de ácido tánico  sobre los valores 

máximos de actividad  intracelular no  fue tan  pronunciado como  el observado  en la actividad 

extracelular. La relación de actividad  tanasa  extralintracelular varió  de 8 a 16 y los valores  máximos de 

actividad extracelular  fueron  alcanzados  después de lograr la máxima expresión  de la actividad 

intracelular,.lo cual  está  claramente  relacionado  a  un  modelo secuencia1  de  síntesis y  excreción de esta 

enzima.  Lekha y Lonsane (1997), reportaron que la concentración inicial de  ácido tánico  afectó los 

niveles de la enzima y, dependiendo del microorganismo y la cantidad de tanasa producida, los tiempos 

de cultivo varían  entre 1 y 10 dias. En el presente trabajo, la actividad  tanasa máxima  se alcanzó  con 50 

gL-' después de 40 h de cultivo. 

Las  cinéticas de actividad  tanasa  extra  e  intracelular  producida en CMS se presenta  en la Figura 4. El 

perfil de produccibn obtenido en CMS fue claramente diferente al obtenido en CML, dado que no se 

obtuvieron  valores  máximos  definidos  en  ninguno de los dos casos  (extra  e  intracelularmente,  Figura  4a 

Las  actividades  máximas de la tanasa se detectaron al  final  de cada  fermentacibn  y  éstas  fueron al 

menos 2.5 veces  mayores que las obtenidas en  CML.  Los  valores máximos de actividad tanto extra 

como intracelular fueron  obtenidos por CMS con la mBs alta concentracibn de hcido thnico (IÓÓ'gL-I). 

Los perfiles de actividad  tanasa  extracelular  fueron  similares  para las concentraciones iniciales  de  &ido 

tánico de 12.5 a 50 gL", pero, la actividad  tanasa intracelular se incrementó  considerablemente  cuando . 

se emplearon  concentraciones de 50 a 1 O0 gL-1 de  ácido tánico. 
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Figura 4. Producci6n  de tanasa  extracelular  (a)  e  inbacelubr (b) de A. niger Aa-20 en CMS con 

diferentes  concentraciones de ácido  thnico: 12.5 (4), 25.0 (m), 50.0 (A ) y 100.0 (X) 91”. Las lineas son bs vabm 

obtenidos  con el modelo de Luedeking y Piret. 
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A bajas  concentraciones iniciales de  ácido tánico (inferiores a 50 gL-I),  la relación de actividad 

extralintracelular fue  de alrededor de 6, mientras que a  concentraciones iniciales mayores  a 50 gL-l de 

ácido  tánico  dicha  relación  fue de alrededor de 1 - 1.5. Aunque la actividad  tanasa  extracelular fue 

mayor que la actividad intracelular para las cuatro  concentraciones de ácido  tánico  evaluadas, se 

observó que la excreción de la enzima  en CMS se  ve favorecida  a  bajas  concentraciones de  &ido 

tánico. En CML se  demostró lo contrario, es  decir la  relación de actividad  tanasa  extralintracelular se 

obtuvo  con  una  concentracion inicial de  ácido tánico de 50 gL-l. Además,  en los experimentos de  CMS, 

la actividad  e la tanasa  no  decreció al final del cultivo, como ocurrió en  CML. 

Tanto la actividad  tanasa  extracelular  como la intracelular del  CML (Figura 3) y del  CMS (Figura 4) 

siguieron el modelo de Luedeking y Piret (1 959) con valores negativos de la  constante k para el CML y 

positivos  para el CMS (Figura 5). En  CML, los valores negativos de k, que indican el grado  de 

asociación  del  producto al crecimiento  microbiano,  fueron asociados a las tasas de destrucción de la 

tanasa  en el medio de  cultivo, mientras que el incremento en la actividad  tanasa en funcibn del 

concentración inicial de ácido  tánico en CMS, coincidió  con los valores positivos de la constante k, 

obtenida al graficar k vs So (Figura 5). 

/ ,  

Es importante  mencionar que el análisis cinético que involucra el  uso  del modelo de Luedeking y Piret 

(1959) nos permite clasificar el comportamiento de los sistemas evaluados  para  producir la enzima 

tanasa  en  función  del  grado de proporcionalidad o asociación del producto al crecimiento,  pero además, 

al conocer el valor de la constante k es posible  predecir  estados de producción o destrucción de la 

enzima  en el sistema, es decir, si los valores de k son  menores  a  cero, el sistema  tendrá  una  curva de 

fermentación  convexa,  indicando  una  tasa  especifica  secundaria de descomposición de la enzima que 
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puede  relacionar la tasa de producción  asociada al crecimiento  vegetativo (qp).  Este factor  será 

responsable de la presencia de valores  máximos  a lo largo del  tiempo  de fermentación. Por otro  lado, 

dicho  procedimiento  es  capaz de  demostrar lo contrario, es decir, si una  tasa  secundaria de 

producción (k > O), la curva  será  convexa  pero sin valores máximos definidos. 

Desde el punto de vista de la productividad  un  valor  positivo de k ayuda  a identificar las condiciones de 

fermentación en las cuales la actividad de la enzima  excretada  será  estable  en el caldo de  cultivo, lo 

que tal vez será  un  factor significativo para  una  mejor  productividad  enzimática. 

Las  diferencias  encontradas  en los perfiles de producción de la tanasa en CMS y CML pueden ser 

atribuidas,  en  parte, a la presencia de actividades  proteoliticas  en CML (datos  presentados  en la 

sección 8.3). AI respecto,  Bradoo  y col., (1997)  reportaron dicho decremento de la actividad tanasa 

fúngica al final del proceso de CML que ellos evaluaron.  Hadi  y col,, (1994)  también  observaron tal 
” 

decremento,  y  asumieron que este  comportamiento  era  provocado  por  una limitación de  sustrato, por la 

presencia de sustancias  tóxicas  en el medio de cultivo o por los bajos valores de pH al final del cultivo. . 

Sin embargo,  esta  ultima  observaci6n  puede  rechazarse si se consideran los estudios de estabilidad 

llevados  a  cabo  por  Beverini  y  Metche (1990) sobre la actividad  tanasa de A. niger, la cual  fue  estable  a 

valores de pH entre 3.5 y 5.5. En el presente  caso, el pH más bajo  del medio de cultivo fue  de 3.9. Así, 

el decremento  en la actividad  tanasa  en el sistema de  CML (Figura 3) puede  relacionarse  a la presencia 

de proteasas, ya que esto se presenta en las etapas finales  del  cultivo donde se presenta una lirnitacidn 

de sustrato tal como lo sugirieron  Hadi  y col., (1994). Esto tambibn concuerda  con el hecho de  que la 

actividad  tanasa intracelular decrece  en tiempos previos  a la disminución de la actividad extracelular. 
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flgura 5.Valores de  la  constante k de la tanasa  extracelular e intracelular  producida  por A. niger Aa-20 en CML Y CMS a 

diferentes  concentraciones  iniciales  de  hcido  timico.  Actividad extra (4) e inbacelular (M) en CML y actividad  extra (A ) e 
intracekrlar (X) en CMS. 

La  productividad  máxima  de  tanasa, Pmm, estimada  por  unidad de medio  de  cultivo (Uh-’L-‘), fue 

significativamente  mas alta en CMS que en CML (Tabla 5). Es importante  señalar  que el valor  de 

referencia de productividad (PR = qPXmaX) mostrd un comportamiento  similar a Pmr, aunque los valores 

entre  ambas  productividades  fueron  diferentes en  un  orden  de  magnitud,  debido  principalmente a los 

ajustes  que  se  hacen en el calculo  del  rendimiento YUX, a través  de la ecuación  de  Luedeking y Piret, 

que  se  ve  fuertemente  influenciado  por los valores de k. La  similitud  en el comportamiento  entre am8 

valores (PR y Pmax) apoya el hecho de  tener una productividad intrínseca de  tanasa mapr en CMS. 

Dicho nivel de  productividad no puede ser atribuido  únicamente al hecho  de  que la tanasa es más 



estable,  sino  porque  está  es  producida  a  una  velocidad  específica  mayor, q,, con  mayores 

rendimientos, Y E ~ X  en  el  CMS (Tabla 6), aunque los niveles de biomasa máximos, Xmax, fueron  similares 

en  ambos tipos de cultivo (Tabla 5). En CMS la productividad de tanasa máxima, Pmax, o PR, fueron de 

2.7 a 6 veces  mayores que las obtenidas  por CML. Tales  diferencias se incrementaron  con el aumento 

de la concentración inicial de ácido  tánico  (Tabla 6). 

Tabla 5. Valores  de  Productividad  de  tanasa  máxima  obsetvados y calculados 

a  diferentes  concentraciones  iniciales de ácido  tánico. 

so P ,ax(observada) 

(SL-') U h-l L-1 

CML CMS CML CMS 

12.5 49 1 1751 28 127 

25 934 1959 52 141 

50 1234 2424 68 235 

1 O0 607 4107 63 381 

Promedio 816.35 2560.20 52.75 221 .o0 

Desv. Est. 335.55 1069.09 17.80 116.95 

P < 0.05 < 0.05 

Los resultados  obtenidos'para el rendimiento YEIX en  ambos sistemas de cultivo concuerdan  con los 

reportados por Romero-Gomez  y col., (2000), quienes indicaron que ciertas  cepas fúngicas presentan 

mejor  adaptación  sobre el CMS tal como lo habían  indicado  Shankaranand  y col. (1992) y Antier y col., 

1993). 

AI comparar los resultados  obtenidos  en CMS y CML, es claro que el uso de altas concentraciones de 

ácido tánico  resultó  en un.a mayor  eficiencia de conversión de sustrato  a  producto,  alcanzando  una 
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productividad superior (al menos 3.7 veces) de tanasa en CMS. Esto también puede asociarse a una 

mayor velocidad de consumo de ácido tánico. Tal comportamiento indica que el CMS es un proceso 

mucho más productivo para  la actividad tanasa, en comparación con el CML. Además, en CMS, la 

capacidad de degradación de ácido tánico por A. niger Aa-20 fue muy alta y más rápida para todas las 

concentraciones iniciales de ácido tánico evaluadas (por encima de 70%) y los valores de qs fueron 

hasta 5 veces mayores en CMS que en CML. Sin embargo, en CML, la degradación total de  ácido 

tánico fue mayor a 90% para concentraciones iníciales menores a 50 gL-l y de alrededor de 50% para 

concentraciones superiores (100 gL-1). Esto sugiere que el sistema de CMS puede representar un 

medio para  la remoción de compuestos polifenólicos (tales como los taninos), de las aguas residuales 

contaminadas con dichas moléculas. 

Tabla 6. Resumen  de 10s parametros  cineticos  obtenidos como  valores máximos durante el  crecimiento de A. niger Aa-20 en 

CML y CMS con ácido tánico como única  fuente de cahono. 

Sistema  Ácido  tánico (gL1) 4s.' (*) q P '  (**I YVX (Us.') Consumo  de  sustrato (%) 

CML 12.5 0.37 1 O0 739 92 

25,O 0.68 110 507 94 
50.0 0.59 60 250 

100.0 0.52 50  320 

CMS 12.5 ' 0.94 460 1599 
25.0 1.81 490 1665 

50.0 2.44 550  2475 

100.0 2.93 730  3382 

93 

54 

1 O0 
1 O0 

1 O0 
73 

4 

Nota: 

Las  unidades son: Productividad de tanasa P =IUL"h-',  velocidad  específica de  consumo 

de  sustrato  (qs)=gSgx-Ih-l. Además, (") velocidad  especifica de consumo de sustrato; 

qs'=cJYx/s-1  gSgx1h-1 y (**) velocidad  especifica de formación de producto (qp)=pYm  Ug-lh". 
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Cabe señalar que los altosmiveles de  ácido tánico empleados, involucran un suplemento significativo de 

productos que pueden participan directamente en el control de la expresión de tal enzima, dichos 

compuestos son la glucosa y el ácido gálico. La glucosa esta involucrada en  el fenómeno de represión 

catabó1ica y el ácido gálico, ha sido relacionado al mecanismo de represión por producto final. Bajpai y. 

Patil (1997), reportaron que el ácido gálico no esta involucrado en el mecanismo de regulación de la 

tanasa, mientras que Bradoo y col., (1997) publicaron que dicho compuesto actúa como un represor por 

producto final tanto en condiciones inducidas como constitutivamente. Sin embargo, los roles exactos 

que juegan tanto la glucosa como el ácido gálico son aún desconocidos. 

8.1.2 Efecto de  la concentración de glucosa 

Lekha y Lonsane (1997) reportaron que la  tanasa producida por A. niger PKL104 no fue afectada por la 

presencia de fuentes de carbono de fácil asimilación. Por su parte, Fumihiko y Kiyoshi (1975) reportaron 

que es posible el uso de fuentes de carbono adicionales, tipo glucosa (1%) y sacarosa (3%) con ácido 

tánico para  la producción de tanasa por A. oryzae. En este trabajo, la producción de la enzima por A. 

niger Aa-20 se estudió en CML y CMS con diferentes concentraciones iniciales de glucosa (6.25, 12.5, 

25, 50 y 209 gL-I)  en  presencia de una concentración inicial fija de ácido tánico, SO = 25 gL-1. 

Las cinéticas de crecimiento de A. niger Aa-20 en CML y CMS se presentan en  las figuras 6a y 6b, 

donde se observa que el crecimiento inicial fue similar en ambos cultivos, siendo dependiente de la 

concentración de glucosa adicionada. A diferencia de los experimentos en  los que se empleo 

únicamente ácido tánico, los niveles máximos de biomasa fueron muy similares en cada uno  de los 

sistemas de fermentación, aunque la biomasa aparente estimada por el contenido de proteína (en 

CMS), disminuyó después de 20 h, pero cabe aclarar que esto de ninguna manera implica que el 
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crecimiento  haya  cesado,  sino  que  durante la etapa  de  esporulación  se  presenta  un  proceso  de 

translocaci6n  de la proteína  intracelular  del  citoplasma  a la espora,  tal  como  lo  reportaron ardova y col 

(1996), de tal  forma  que,  bajo  las  condiciones  de  ensayo  en la cuantificación  de la biomasa  en  CMS, no 

es  posible  extraer la proteína  de  las  esporas.  Por lo tanto, los valores  estimados  de X con la ecuación 

logística (línea  continua) solo se presentan  en  las  fases l a g  y de  crecimiento  exponencial. 
20 

16 

12 

8 

c 
h 

L J 4  o, 
m tn 
W 

20 E 
m 
O .- 

16 

12 

'8 

O 10 20 30 40 50 60 
Tiempo (h) / .  

Figura 6. Cinbtica de crecimiento  de A. niger Aa-20 en CML (a) y CMS (b) con  ircido anico y concentraciones  de glucosa de: 

6.25 (+), 12.5 (O), 25 (A), 50 (m) y 200 gl" (o). La línea  continua  son vabres estimados  con  la ecuacion logistica. 
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En la Tabla 7 se presentan los valores de X,,, y p en CML y CMS usando una concentración fija de 

ácido tánico (25 gL-l) y diferentes niveles iniciales de glucosa. En  CML la adición de glucosa y el 

incremento en su concentración afectaron positivamente los valores de X,,, y p en comparacibn con 

los valores obtenidos sin glucosa para  la misma concentracibn inicial de ácido tánico (Tabla 4). Esto se 

explica porque la glucosa es una fuente de carbono de más fácil asimilación que el ácido tanico. 

Tabla 7. Valores  de la biomasa  máxima (Lax) y de la tasa especifica de crecimiento (11) en el  cultivo 

de A. niger Aa-20 usando  diferentes  concentraciones de  glucosa y 25 gL.1  de ácido  tánico en CML y CMS. 

Go CML CMS 

55.0 9.5 0.30 ND  ND 

50.0 7.1 0.45 14.4 0.24 

200.0 ND ND 15.3 0.24 

ND: no  determinada. 

En CMS, el valor de X,,,,, se incrementb para todas las concentraciones iniciales de glucosa evaluadas 

con respecto al valor obtenido sin glucosa (4.1 91”) como se indica en la Tabla 4. Además, con la 

adición de glucosa, el crecimiento máximo se alcanzó 12 horas antes que en los experimentos sin 

glucosa (alrededor de las 20 horas), Estos resultados no concuerdan con los reportados por Favela- 

Torres y col., (1996) y Romero-Gómez y coi., (2000) quienes mencionan que en CMS la máxima 

acumulación de biomasa se alcanza entre las 40 y 60 horas /para niveles de azúcar ente 50 y 100 gL-1. 

Sin embargo, esto puede ser explicado por las diferencias en el modelo experimental, ya que en este 
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estudio se emplearon reactores tubulares empacados con espuma de poliuretano impregnada de  medio 

de cultivo, aireados y una  cepa adaptada a ácido tánico, capaz de degradar hasta 200 gL-' de dicha 

fuente de carbono (Ramirez, 2000). Por otro lado, la adición de glucosa a bajas concentraciones (6.25 y 

12.5 gL-I) afectó negativamente el valor de p (hasta 2 veces) y no hubo cambios importantes en  el valor 

de este parámetro, cuando se emplearon concentraciones de 50 y 200 gL-I. Cabe hacer notar que los 

resultados en CMS son cuestionables por los problemas para evaluar la biomasa por el contenido de 

proteína, sin embargo, éstos concuerdan con los reportados por Romero-Gómez y col., (2000), quienes 

demostraron que A. niger en CMS, produce una mayor cantidad de biomasa que en CML, 

probab!emente debido a una mejor adaptación, tal como lo reportó Antier y col.,  1993. 

Las cinéticas de producción de la tanasa extra e intracelular en CML  se presentan en las figuras 71 y 7b 

respectivamente. El perfil de producción de las actividades extra e intracelulares con pequeAas 

cantidades de glucosa (GO = 6.25 gL-l) fue similar al perfil observado sin glucosa (Figuras 3a y 3b), esto 

es, los valores máximos de actividad disminuyen con incrementos en la actividad de Go, pero de forma 

inversa a la relación de actividad máxima intralextracelular, dado  que ahora  el nivel de actividad 

intracelular fue cercano a 2.5 veces el valor de la actividad extracelular. 

El valor máximo de la actividad extracelular con GO = 100 gL-I fue menor a 100 UL-1. En CMS, la 

adición de glucosa permitió identificar valores máximos tanto de la actividad extra (Figura 8a) como 

intracelular (Figura 8b), sin embargo, la actividad tanasa extracelular alcanzada con un nivel de Go = 

100 gL", fue más bajo de 1,500 UL", sugiriendo una resistencia considerable a la represión catabólica 

(Ramesh y Consane, 1991). En adición, estos resultados conlcuerdan con la idea de  que el sistema de 

CMS es  más atractivo que el sistema de CML de acuerdo al fenómeno de represión catabólica, y en 

.. - -..- -1 - . .._.-. 
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materia,  dicho  sistema  resulta  ser más  productivo  en  una  amplia  variedad  de  mezclas de sustratos- 

(Romero-Gómez y col., 2000). 
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Figura 7. Producción  de  tanasa  extracelular  (a) e inhcelular (b) por A. niger Aa-20 en CML  con 

25 gL1 de  ácido  thnico y concentraciones  de  glucosa  de 6.25 (e), 12.5 (M), 25 (A ) y  50 (X) gL-l. Las lineas son los valores 

obtenidos  con el modelo  de luedeking y Piret. 



En CMS  con ácido tánico como única fuente de carbono, la producción de : a m a  no decreció al final 

del cultivo. Sin embargo, cuando se añadió glucosa al medio, la produccicn de tanasa disminuyó. En 

este caso, estos resultados pueden ser explicados parcia!mente por el hecho de que el medio sufrió 

carli 'os importantes en su relación carbonohitrbgeno al Incrementar la concentración inicial de 

glwosa. Eo este sistema de cultivo, los titulos de actividad enzirnática fueron mayores al compararlos 

con los obtenidos en CML. 

En CMS, resulta dificil explicar los ajustes entre los valores experimentales y los valores estimados con 

la  ecuaciin de Laedeking y Piret, sobre todo a altas conceotraciones iniciales de glucosa. Además, se 

deben de krler en cuenta los perfiles de crecimiento qlre se obtienen 'a través de una medicibn 

indirecta de la M m x a .  tal como es el  caso de'la evaluación del contenido de proteína y que afectan !a 

estilrlhcibn do la tanasa. Por esta razón, y c m  el fin de tener c'riterios de comparacibn, la produccibn de 

la tanasa extra  e iniracelular en CML y CMS (Figuras 7 y 1 8 )  solo se estimb en tiempos de cultivo 

menores 2 los experimentalmente evaluados. 

Es inipsrtante estabtecer que los diversos estlrdios en los cuales los titulos do actividad enzimatica 

alcanzado et1 CMS"y CML han sido comparados, se reportan resultados sinilares  (Sdís-Pereira y col., 

193; L.eC:ha'y L.onsane, 1994; George y col., 1957; Maldonado y Strasser de Saad, 1998; Romero- 
. .  

Gónier: y col., 2f)Wj. En todos los casos! los titdos !le actividad enzirnática fueron n:ayores en CFdS 

queeo CML. Como ya se mencionó en el  capitulo 3, algunas teorías han sido propuestas para explicar 

es?e comportamentc, sin embargo en  la actualidad, solamente dos han sido experimentalmente 

presentadas: En dichos trabajos se demuestrsn canibios en la composicihn de ácidos grasos en la 

m e r n b r m  celular- (Maldonado y Strasser de Saad. 1998) y ¡a relación existente entre la hiornasa 
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producida y los títulos de actividad  alcanzados (Romero-Gómiez y col., 2000), sin embargo, es 

necesario Ilev.ar a  cabo  investigaciones  que  permitan  explicar  a  detalle tal comportamiento. 
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Figura 8. Producción  de  tanasa  extracelular (a) e intracelular (b) por A. nigerAa20 en CMS con 25 gL-1 de 

&ido  tánico y concentraciones  de  glucosa de 6.25 (+), 12.5 (D), 50.0 (A ) y  200.0 (X) gL".  Las  lineas son los valores 

obtenidos  con el modelo de Luedeking y Piret 
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En CML, los valores de  PR y Pma, se incrementaron con el aurnento en los niveles iniciales de glucosa 

de 6.25 a 12.5 gL-I, sin embargo niveles más altos redujeron el valor de ambas productividades (Tabla 

8). Es importante señalar que tanto en CML como en CMS los valores de  PR y Pmax mostraron una 

relación de forma similar al encontrado en los experimentos con ácido tánico (Tabla 5). Cuando se 

añadió glucosa a diferentes concentraciones al CMS, los valores de  PR y Pmax fueron de 0.3 a 1.3 y de 

1.5 a 3.7 veces mayores que en CML, respectivamente. Incluso con  el nivel más alto de glucosa (200 

gL-1 “condiciones de represión de la tanasa”) el valor de la productividad (P,,,), fue mayor (108 Uh-1L-1) 

que la obtenida bajo las mejores condiciones de producción ev,aluada en CML con ácido tánico (68 Uh- 

AL-’) y ligeramente menor que en CML con ácido tánico y gluco.sa a 12.5 gL-I (161 Uh-’L-1).  Además, si 

se toman en  cuenta los niveles de  XmaX alcanzados y se comparan los valores de 1-1 en ambos  sistemas 

de cultivo (Tabla 7),  resulta claro que las diferencias en las productividades meximas en CMS esthn 

fuertemente influenciadas por los valores de YE/X (Tabla 8). Dicha observación complementa de forma 

clara que en este estudio las diferencias en los titulos de actividad enzimática se  deben a que A. niger 

Aa-20 produce más enzima por unidad de biomasa, en comparacidn con lo reportado por Romero- 

Gbmez y col., (2000). 

Los valores de qs aumentaron en comparación con aquellos obtenidos sin glucosa, y tomando en 

cuenta que ésta es una molécula es más fácilmente asimilacla por el microorganismo que el ácido 

tanico, es evidente que el porcentaje de absorción de ácido tánico disminuyera de 67% a 3% al 

incrementar la concentración inicial de glucosa. 

En forma general, en CMS la adición de glucosa provocó una disminución significativa en los valores de 

los parámetros cinéticos con respecto a aquellos obtenidos sin glucosa. Además, la capacidad de 
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degradación de ácido tánico fue seriamente afectada. Los resultados de los experimentos con glucosa y 

ácido tánico muestran que la velocidad de consumo de sustrato (qs) fue de 3 a 5 veces mas alta en 

CMS que en CML. La concentración de ácido tanico requerida para inhibir el crecimiento fúngico fue 

mucho más  elevada en CMS que la requerida en CML. Esto podria atribuirse a diferencias en la difusión 

de nutrientes presentes en el medio, Io que provocaría cambios en los mecanismos de regulación de la 

biosíntesis de la enzima. AI comparar los parámetros cinéticos obtenidos tanto en CMS  como en CML, 

el primero de ellos resulta ser un proceso mucho más atractivo para  la producción de la tanasa, 

teniendo como condición la ausencia de glucosa del medio  de cultivo. En CML, la adición de glucosa 

por encima de 25 gL-1 resulta  en  una fuerte condición de represión catabólica. 

Tabla 8. Resumen de los parámetros  cineticos  obtenidos  como los valores  máximos durante el  Crecimiento de A. niger Aa- 

20 en CML y CMS con  glucosa en presencia de acido tánico. 

Sistema  Glucosa (gL1) PR = qpXmsx Pmlx ql'' (*) q,' (") YE~X (Ug.1) Consumo  de  acido  thnico (%) 

" , 

CML 6.25 650 83  0.95 160  374 67 

12.5 1851  161 0.48 80  532  62 

25.0  518 99  0.86  90  180 46 

50 .O 463 42 1,63 120 144 3 

CMS 6.25 664 280 0.55 130 797 

12.5 71 1 277 0.43 70  617 

50.0 610 156 0.39 30 177 

200.0 543 108 0.41 20 150 

61 

46 

27 

O 

Las  unidades son: Productividad de  tanasa P =IUL"h-l,  vidocidad  específica  de consumo 

de  sustrato  (qS)=gSgx-lh-l. Además, (*) velocidad  especifica de consumo de  sustrato; 

qs'=pYws-l  gSgxlh-1 y (**) velocidad  especifica de formación de producto (qp)=pYm Ug-lh-l. 
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Por otro lado, la evaluación de la velocidad especifica de formación de producto (qP), aunado al  valor de 

biomasa máxima (Xmax) ayuda a distinguir entre una productividad basada únicamente en el hecho de la 

capacidad de la cepa  para producir el metabolito de interés (altos valores de  qp) o simplemente porque 

la biomasa es producida  en grandes cantidades (altos valores de Xmax). Aparentemente, en este 

estudio, la ‘sintesis y excreción de la tanasa en CMS son procesos más favorecidos que en  el CML, 

ambos aspectos son importantes, porque en ese sistema se generó una menor cantidad de biomasa en 

comparación con el CML cuando se empleó únicamente ácido tánico, Io que implica que dicha biomasa 

es mucho más productiva. Sin embargo, cuando se utilizó glucosa se obtuvieron resultados similares a 

los reportados recientemente por Romero-Gómez y col., (2000), quienes han mostrado que tres cepas 

de A. níger crecidas sobre espuma de poliuretano produjeron mayores niveles de invertasa porque 

crecieron a niveles mayores que los obtenidos en CML y no porque el q,, haya sido mucho m8s alto en 

CMS  que en CML. 

Lo anterior implica que hay razones para asumir que las diferencias entre CMS y CML pueden deberse 

a varios factores, entre los que podemos mencionar, por ejemplo, los resultados presentados por 

Romero-Gómez y col., (2000) están fuertemente influenciados por las condiciones de ensayo, es  decir, 

ellos emplearon una densidad de espuma de poliuretano diez veces menor, que la usada en este 

trabajo, y esto representa un arreglo estérico micelar diferente, además también es lógico pensar que 

variarán las tasas de difusión de los gases (Auria y col., 1993). En adición, ellos emplearon un reactor 

de lecho no aireado, lo que representa también una causa paIra exhibir un comportamiento fisiolbgico 

muy diferente. 

- .  
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Adicionalmente, resulta interesante hacer notar  que los valores de productividad obtenidos en  ambos 

sistemas de cultivo, están fuertemente influenciados por la geometría de crecimiento de Ahger  Aa-20. 

en forma de “pellets” en CML y de micelio “enredado” sobre  el soporte en CMS, tal como lo reportó 

Romero-Gómez (2001). Laukevics y col., (1985) reportaron que el mezclado en CML  impide la 

formación de gradientes de sustrato, lo que ocasiona un crecimiento en forma de “pellets”, donde  se 

presentan bajas concentraciones de oxigeno en el interior, incluso llegan a ser zonas anóxicas donde 

se reducen los rendimientos de los productos de interés (Pirt, 1972). Sobre el CMS, Laukevics y col., 

(1985) reportaron que los hongos filamentosos crecen en forma de micelio difuso sobre el soporte, 

sobre el cual el microorganismo tiende a llenar los espacios libres ocupados por  la fase  gaseosa, 

limitando así la difusión del oxígeno. Sin embargo, bajo las condiciones evaluadas en  el presente 

estudio,  esto no sucedió, ya que los tiempos de cultivo fueron muy cortos, por lo tanto, la limitación la 

limitación por oxigeno en  el CML puede explicar parcialmente las diferencias en los títulos de actividad 

tanasa alcanzados en comparación con aquellos obtenidos en CMS. 

En torno a la produccih de la enzima tanasa, los resultados aqui presentados ayudan a aclarar porque 

ésta  ha sido un  proceso difícil de desarrollar en sistemas dle CML (Ganga y col., 1978, Lekha y 

Lonsane, 1994 y 1997; Pourrat y col., 1985). Dichos trabajos consideran como factor crítico en la 

producción’de dicha enzima, la naturaleza intracelular de la tanasa. Ahora bien, considerando el hecho 

de que la tanasa es una  enzima fúngica conocida desde hace más de un siglo y que existe un 

considerable numero de patentes para  su aplicación en la industria de alimentos, los resultados aquí 

obtenidos, demostraron picos máximos de actividad bien definidos en CML, hecho que no fue 

observado en CMS., lo que lleva a considerar que más que la naturaleza intracelular de la enzima, la 

presencia de proteasas en CML es un factor crítico para obtener extractos estables de la enzima, 
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8.2 PATRONES DE PRODUCCION DE LA TANASA EN CML Y CMS 

Dado que no existe al momento alguna demostración experimental que evidencie las causas por las 

que en CMS se obtienen títulos de actividad enzimática mayores que en CML, resulta de mucho interés 

una descripción precisa del fenómeno antes de tratar de explicar las posibles causas. En  estesentido, 

se planteó el establecimiento de los patrones de producciOn de la tanasa usando como molécula 

inductora al ácido tánico y como molécula represora a la glucosa. Además se compararon los . 

rendimientos de tanasalbiomasa y se evaluó el rol del  ácido g:llico como inductor de la actividad tanasa. 

Esta sección del trabajo ha sido aceptada en la  revista Process  Biochemistry (Apéndice I). 

La Figura 9 presenta los valores de la relación de inducción enzimática (RIIR) obtenidos con ácido tánico 

(como fuente de inductor y única fuente de carbono) a diferentes concentraciones iniciales en CML y en 

CMS. A. niger Aa-20 produjo diferentes títulos de actividad enzimática tanasa tanto de forma 

extracelular (símbolos vacíos) como de forma intracelular (símbolos llenos). Claramente, los valores de 

RVR fueron mucho menores en CML (cuadros) que en CMS (clrculos), pero en ambos casos, la curva de 

RVR fue convexa con respecto a So, mostrando un valor mhximo de 4 en CML y un valor asintdtico 

aproximado a 17 en CMS. Los valores de RVR de la tanasa extracelular fueron proporcionales a los 

valores de la tanasa intracelular tanto en CML como en CI\/IS. Bajpai y Patil (1997) reportaron una 

relación de, inducción de 26.7 en la enzima tanasa de A. fischerii cuando emplearon como inductor al 

galotanino en CML. 

Es importante mencionar que los valores de RVR se obtuvieron en un tiempo de 20 horas y cuando el 

microorganismo se encontraba en la etapa de crecimiento exponencial. Además se considero que 

aquellos valores superiores al nivel basal de la enzima (linea punteada) correspondían a valores de 
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actividad inducida. El patrón de producción de la enzima obtenido  en CML, se encuentra en parte 

fuertemente influenciado por  el efecto inhibitorio que provocó el ácido  tánico  sobre el crecimiento de A. 

niger Aa-2D y además, puede asumirse que la presencia de proteasas no es  un factor critico en la 

obtención de dichos patrones de producción, por el tiempo bajo el cual se calculó la Rim. 

" * . I . . " . _ . . "  . . . .  " . . ^ . I . . .  

O 50 1 O0 150 200 

Concentración de ácido  tánico (gL") 

Figura 9. Patrones  de  inducción  de la  tanasa.  Actividad  intracelular ( O )  y extracelular (O) producida  en CMS. Actividad 

intracelular (m) y extracelular (U) producida  en CML. La  línea  punteada  representa  el  nivel  basal  de la actividad  tanasa. 

Los resultados obtenidos en la Figura 9 concuerdan con algunos parámetros cinkticos reportados en las 

tablas 4, 5 y 6, particularrrlente con  una  clara correlación con los valores de las productividades, con el 

rendimiento enzimático (YEIX) y con la tasa de crecimielnto  específico (p), aunque  es importante 

remarcar que los valores máximos de biomasa (X,á,) fueron mayores en CML que en CMS, 

78 

"". -- 



Los experimentos de represión de la tanasa (Figura 10) SE! llevaron a cabo usando una concentración 

inicial de 25 gL-1  de ácido tánico como inductor y diferentes concentraciones de glucosa como  un 

potencial represor catabólico. El valor de la concentración lde ácido tánico se seleccionó en función de 

que a este nivel, los valores de RYR fueron más altos  que la unidad tanto en CML como en CMS. 

Además, a esta concentración de ácido tánico se tienen los pocos reportes de producción de tanasa en 

CMS (Lekha y Lonsane, 1994; Chatterjee y col., 1996) 

1 

O 50 1 O0 150 200 250 

. Concentración de ácido  tánico (gL”) 

Figura 10. Efecto de la  concentración  de  glucosa  sobre la relación  de  inducción  de la tanasa.  Actividad  tanasa  intracelular 

(O)  y extracelular (O) producida en CMS. Actividad  tanasa  intracelular (m) y extracelular (LJ) producida en CML. La tinea 

punteada  representa  la  actividad  tenasa  basal. 

La figura 10 muestra que la adición de pequeñas cantidad de glucosa (12.5 gL-l) incrementaron la 

producción de tanasa  en CMS sin que mostraran el mismo efecto en CML. Los niveles más altos de 
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glucosa llevaron a un claro patrón de represión en CML mientras que en CMS el valor  de RIR se vio 

claramente afectado aunque no se llego a obtener un patrón de represión total. 

Los resultados obtenidos para  el rendimiento YE/X (Tablas 6 y 8) se correlacionan y apoyan claramente 

los patrones obtenidos para el valor de RVR bajo condiciones de inducción (ácido tánico) y represión 

(ácido tánico y glucosa) para la producción de la tanasa (Figuras 9 y IO) .  Tomando en cuenta que en  la 

mayoría de los estudios de comparación de títulos de actividad enzimática en CML y CMS previamente 

citados, se'han empleado diferentes concentraciones de glucosa, resulta importante mencionar que el 

presente estudio demuestra que aunque se desconocen la!; causas de valores YEM mayores en CMS, 

éstos están relacionados con una menor sensibilidad a la represion catabólica, como se demostró en la 

Figura IO, dado que este fenómeno es realmente minimizado, ya que A. niger Aa-20 puede producir 

tanasa con altos niveles de glucosa (Go > 50 gL-'), en presencia de un nivel moderado de inductor (So 

25 gL-I). 

La figura 11 presenta de forma gráfica el cálculo del coefici'ente de rendimiento YEIX, considerando los 

resultados obtenidos para  la tanasa extracelular de A, niger Aa-20 producida en CML y CMS, Cuando 

se empleó una concentración inicial de ácido tanico de 50 gL-' se produjo la tanasa en ambos sistemas 

de cultivo, siendo el valor de Y E ~ X  7 veces más alto en CMS  que  en  CML (Figura 11 a). Esta diferencia se 

incremento hasta 52 veces cuando en el medio se utilizaron concentraciones iniciales de glucosa de 50 

gL.1 y de Acid0 tánico de 25 91-1 (Figura 12b); dichas condiciones no favorecieron la produccibn, de la 

tanasa en CML. 

- 



En general, los resultados obtenidos en este estudio cortfirman la  idea de que el CMS  favorece la 

obtención de títulos enzimáticos mayores, porque mininiiza el fenómeno de represión catabólica 

(Ramesh y Lonsane, 1991; Solís-Pereira y col., 1993) y concuerda con otros estudios comparativos de 

los títulos enzimáticos alcanzados en ambos sistemas de producción (Lekha y Lonsane, 1994; Acuña- 

Argüelles y col., 1995; Maldonado y Strasser de Saad, 1998; Zeida y col., 1998). 
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Figura 1l.Relación entre  la  biornasa y la  actividad  tanasa  para  calcular los coeficientes  de  rendimiento Ym en CML (O) y 

CMS (o), usando  ácido tánico a 50 gL-l (a) y glucosa a 50 gL-l y ácido  tánico  a 25 gL" (b). 

En el caso particular de la tanasa, se ha reportado que éda  no se sujeta a represión catabólica en 

presencia de sacarosa o glucosa (Lekha y Lonsane, 1997). Los resultados obtenidos en este estudio 

muestran claramente  que la tanasa es  regulada  por  la  presellcia de  glucosa pero de  una  forma  diferente 

de acuerdo al sistema de cultivo. Recientemente Bradoo y col., (1997) reportaron que en CML la tanasa 

es constitutiva cuando se produce tanto en sustratos simples como en complejos, pero la actividad 

aumenta al doble en presencia de ácido tánico como única fluente  de carbono. "_ , 
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Lekha y Lonsane (1997) cuestionaron el r o l  del  ácido  tbnico  en la producción  de la tanasa,  ya  que  éste 

posee  un  tamaño  molecular  muy  grande y es altamente  reactivo.  Sin  embargo,  el áccido tánico y el 

pentagaloil  glucosa  han  sido  reportados  como los mejores  inductores  de la actividad  tanasa  (Bajpai  y 

Patil,  1997;  Zeida y col.,  1998).  En  adición,  Nishira y Mugibayashi  (1953)  reportaron que la tanasa  se 

produjo  tanto  con  el  ácido  tánico  como  con  el  ácido  gálico. 

Considerando  que la tanasa  es  una  enzima  esterasa y que el bcido  gálico  no  posee  enlaces tipo Mer ,  

en  nuestro  estudio  se  considero  importante  evaluar el rol  del ácitdo gálico  en la producción  de la tanasa. 

Los  resultados  obtenidos  demostraron  que  con  el  empleo  del ácido gálico  como  única  fuente  de 

carbono no se  produce la actividad  tanasa  (Figura 12). De  Rxma  contraria,  con  este  compuesto la 

actividad  tanasa  producida  en CML fue  significativamente  menor  que la obtenida  con  el  empleo  de 

glucosa  como  única  fuente  de  carbono. 

Esta observación  sugiere  un  mecanismo  de  regulación  por  producto  final.  Lekha y Lonsane (1997) en 

su  estudio  de  revisión  sobre la tanasa  sugirieron  que la enzima  sigue  un  mecanismo de inducción 

similar  al  reportado para la celulasa.  Sin  embargo,  ellos  no  discutieron el mecanismo de represi6n  de la 

tanasa. 

Los resultados  obtenidos  concuerdan  con  las  observaciones  de  Bradoo y col., (1997) en  relacibn a que 

la tanasa  no  se  induce  con  ácido  gálico  como  se  muestra  en la figura 12. Ambos  reportes  muestran  que 

la actividad  tanasa  es  mayor  cuando  se  emplean  altas  concentraciones  de  ácido  tánico. De ninguna 

forma, la literatura  presente  soporta la constitutividad o induciblilidad  de la tanasa  por  &ido  tánico, lo 

cual  permanece  aún  confuso y es  necesario  dirigir  más  esfuerzos  de  investigación  para  elucidarlo, 
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Finalmente,  es  importante  establecer  que  éste  es  el  primer  reporte  que  incluye una descripci6n 

detallada de. los patrones  de  producción  de la tanasa  fúngica  en CML y CMS en  términos  de 

coeficientes  cinéticos,  tales  como  las  relaciones  de  inducción y rlendimientos enzimahiomasa. 
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Figura 12, Efecto de la fuente de carbono en la producc6n de tanasa de A. niger Aa-20 en CML 

30 gL-'  de  glucosa (m), 25 gL"  de Bcido  gBlico (A ) y 25 gL" de hido tr5nico (+J. 

Además,  las  diferencias  en  los  títulos  de  actividad  pueden  deberse a diferentes  sensibilidades del 

microorganismo  a la  represih por  glucosa  en  cada  uno  de los sistemas de cultivo 



8.3 IllFLUENClA  DEL TIPO DE CULTIVO SOBRE LA PRODUCCldN DE LA ACTIVIDAD 

PROPEOL~TICA 

Teniendo presente los patrones de producción de tanasa en CML utilizando ácido tánico como fuente 

de carbono, en los cuales después de alcanzar la  milxima actividad enzimática, ésta desciende 

significativamente, mientras que en CMS este tipo de pakones no  se presenta, se decidió estudiar la 

presencia de actividades proteolíticas en los extractos obtenidos de ambós sistemas de producción. 

Es importante considerar que, generalmente, la mayoría de los estudios de producción de proteasas 

involucra el uso de sustratos proteinheos con el objetivo de inducir tales actividades enzimaticas 

(Ikasari y Mitchell, 1994; Tunga y col., 1998). En el presente caso, se estudió la producción colateral de 

proteasas en un sistema diseñado para  la producción de tanasa en CML y CMS. En este último se usó 

como soporte PUF y el bcldo tbnico como inductor de la activldad tanasa ambos sistemas. . 

La actividad proteolitica producida por A. niger Aa-20 (en CML fue inversamente relacionada a la 

concentración inicial  de Bcido tdnico (Figura 13a), mientraa que en CMS, la  producci6n de proteasas no 

se vio afectada (Figura 13b). La actividad proteasa fue al menos 6 veces mayor  en CML que en CMS, 

usando e l  mismo  medio de cultivo. Los resultados presentados en la Figura  13a muestran que la 

actividad proteasa final mas baja en CML se obtuvo cuando se utiliz6 la concentracibn m& alta de 
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Figura 13, Producción de proteasa por Aupegihu n&0rlra-20 en CMI. (a) y CMS (b) a concenhcionea 

iniciales  de  &ido  tanico  de 12.5 (+), 25 (m), 50 (A ) y 100 (o) g/L 
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ácido tánico, mientras que en CMS, el cambio en la concentración inicial de ácido tánico no afectó los 

niveles de la actividad proteasa. 

Este hecho nos llevó a pensar que en CMS la ausencia de la actividad proteolitica podía ser el resultado 

de la relación CIN utilizada, por lo que  se llevó a cabo una serie de experimentos en los cuales la CIN 

fue  de 11.1 hasta 4.5 por incremento en la concentración de la fuente  de nitrógeno. El cambio en  la 

relación CIN tuvo un efecto significativo sobre la expresion de la actividad proteolitica (Tabla 9). Una 

baja actividad proteolítica a altas concentraciones de ácido tánico puede relacionarse-con el 

acomplejamiento de la proteasa extracelular por el tanino pres'ente, del cual se sabe que es un agente 

precipitante de proteínas. Aún así la actividad proteolítica estuvo presente en todos los extractos 

obtenidos en CML a las diferentes concentraciones de  ácido tánico evaluadas. 

Como se menclonb en secciones anteriores, siempre ha llamado la atencion el hecho de obtener titulos 

de actividad más altos en CMS que los obtenidos en CML (Ramesh y Lonsane,l991; Solis-Pereira y 

col., 1993; Lekha y Lonsane, 1994; George y col., 1997; Maldonado y Strasser de Saad,l998). Este 

comportamiento se ha atribuido a diferentes causas, tales corno diferentes actividades de agua y a la 

composicibn de membrana celular, entre otras ya descritas. Sin embargo, la actividad proteolítica mas 

alta en CML está directamente relacionada con la más baja actividad tanasa observada. 



Tabla 9. Resultados de la actividad proteasa y tanasa productdas por 

Aspergillus níger Aa-20 en CMS a diferentes relaciones C/N. 

- 
Retacíbn CrN Tiempo (h) Actividad tanasa (U mL1) Actividad protea?# . . . [UmL") . . . . .  

~~~~ ~~ 

4.5 48 4.9 k 0.3 O 

11.1 48 3.5 -c 0.1 0.24 & 0.01 

Para demostrar el efecto de la actividad proteasa sobre la producción de actividades enzimáticas no 

proteoliticas, se llevaron  a cabo una serie de experimentos en CML usando una mezcla de inhibidores 

de la actividad proteasa y una concentración inicial de ácido tánico de 12.5 gL-' (bajo está  condición se 

habia obtenido la más alta actividad proteolítica en CML). La adición de inhibidores, marcada por una 

flecha, redujo considerablemente la actividad proteasa (Figura 14a). Pero sin inhibidores de proteasa, la 

actividad fue 8 veces mayor que con su presencia. Adicionalmente, para comprobar que la actividad 

proteolitica producida en CML fue la responsable de los decrementos en los títulos de actividad tanasa 

producida, dicha actividad se evaluó en presencia y ausencia de inhibidores de proteasas. Sin inhibidor, 

la actividad tanasa disminuyó después de las 40 h de cultivo (Figura 14b), en contraste, en presencia 

del inhibidor la actividad tanasa se mantuvo constante hasta por 50 h de cultivo. 

Es importante mencionar que la adición del inhibidor no  afectc) la producción de biomasa (Figura 15). 

además, bajo las condiciones de ensayo no se presentó la espclrulación del microorganismo en ninguno 

de los dos sistemas de cultivo. 



Restrltados y Disctrsion 
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Figura 14. Efecto de la adici6n de  un inhibidor de proteasa sobre la actividad  proteasa (a) y tanasa  (b)de A. nigerAa-20. Con 

(m) y sin (0) inhibidor.  La  flecha  indica el tiempo al cual se adicionó el inhibidor  de proteasa al cultivo. 



Resdtados y Discusion 

Este  es el primer  reporte  relacionado  con la produccion  contaminante  de  proteasas en diferentes 

sistemas  de  producción (CML y CMS). Esto resulta ser una caracteristica  ventajosa del CMS, ya que 

minimiza  actividades  proteolíticas  indeseadas  durante la produccibn de  enzimas inducibles  tales como 

la tanasa. La presencia de proteasas  reducen los títulos finales  de  actividad de las enzimas de interés 

así como  las  posibilidades  de su comercializacibn,  Por  este  motiva, se  invierten  millones  de dblares en 

tratar  de  eliminar las actividades  proteolíticas  de los extractos  obtenidos. Por ejemplo,  se han logrado 

obtener  cepas  mutantes  que  no  producen  proteasas o se  emplean  inhibidores de  las  mismas. _" . 
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Flgura 15. Efecto de  la adicih de un  inhibidor de proteasas sobre la produccih de  biomasa  de A. niger Aa-20 en CML. Con 

(m) y sin (+) inhibidor. La flecha  indica el tiempo al cual se adicionó el inhibidor de proteasa al cultivo. 



La producción industrial de enzimas representa más de 600 millones de dólares en ventas, y la mayoría 

de ellas se produce  por CML (Layman, 1990). Muchas empresas gastan grandes cantidades de dinero 

en tratar de obtener cepas que no produzcan actividades proteolíticas contaminantes en los extractos. 

Con los resultados obtenidos se demuestra que el uso del CMS podría representar una alternativa muy 

atractiva de producir enzimas de interés sin la interferencia de la proteolisis indeseada. 



8.4 DISCUSION GENERAL 

Esta bien documentado que la producción de la mayoría de las enzimas extracelulares que  se  producen 

por bacterias, levaduras y hongos filamentosos en CML  es seriamente afectada por los fenómenos de 

represión catabólica y por producto final (Bull, 1972); Io que  irnplica  problemas serios en su producción 

industrial, principalmente del tipo económico (Lekha y Lonsane, 1997). Sin embargo, desde " ' 1991 

Ramesh y Lonsane, reportaron que  este problema no  se presentaba, si las mismas enzimas eran 

producidas por CMS. Desde ese tiempo a la fecha, muchos investigadores demostraron que estos 

resultados eran consistentes para diferentes enzimas bacterianas y fúngicas (amilasas, pectinasas, 

proteasas, tanasas, e invertasas), las cuales fueron producidas en  CMS  tanto  en soportes naturales 

como inertes (Solis-Pereira y col., 1993; Lekha y Lonsane, 1994; Acuña-Argüelles y col., 1995; George 

y col., 1997; Maldonado y Strasser de Saad, 1998; Taragano y Pilosof, 1999; Nandakumar y col., 1999; 

Romero-Gbmez y col., 2000)- Sin embargo, se desconocian las causas de tal comportamiento, las 

cuales, hasta  muy recientemente estan siendo conocidas. 

En 1998, Maldonando y Strasser de Saad, reportaron el primer trabajo  que demostró diferencias 

estructurales en la membrana celular de A. niger cultivado en  ambos sistemas de producción, 

específicamente en los tipos y niveles de hcidos grasos. Por su parte, Romero-Gomk y col., (2000) 

explicaron las diferencias como asociadas a coeficientes cinéticos tales como, la tasa especifica de 

crecimiento, 1, y el nivel máximo de la biomasa (Xmax). A diferencia de dicho reporte, este trabajo 

demuestra'en términos de la fisiología microbiana, que el rendimiento YE/X y la relación RIIR son los 

factores dominantes que explican una mayor productividad de las enzirnas excretadas por cultivos 

microbianos CMS 



Los resultados demuestran que los patrones de producción de la tanasa en  CMS y CML son diferentes, 

con respecto a los niveles de tanasa inducida, a su asociación con el crecimiento y a  la presencia o 

ausencia de un  proceso destructivo en el medio. 

'A diferencia de Romero-Gómez y col. (2000), se demostró que a productividad de la tanasa es mayor 

en medio sólido que en líquido, debido principalmente porque la biomasa produce más enzima (YEN) y 

no porque se produce más biomasa (coeficientes p y Xmax). 

Varios autores demostraron que la productividad en CMS  es  'aumentada por la adición de glucosa, en 

presencia de un material inductor (Solís-Pereira y col., 1993; Acuña-Argüelles y col., 1995, Maldonado y 

Strasser de Saad, 1998; Tarangano y Pilosof, 1999). Sin embargo, en este estudio, la adición de 

glucosa en  presencia de hcido tenlco en CMS no provoco cambios tan Importantes en los valores de la 

productividad, tal como sucedió en el CML. 

Este es el primer reporte que demuestra diferencias en la tasa secundaria de destrucción de la enzima 

(k) cuando Bsta se produce en presencia unica del inductor en CML, las cuales se asociaron claramente 

a la presencia concomitante de proteasas en el medio de cultivo, de forma contraria a lo que sucede en 

CMS, donde los valores de k fueron asociados al incremento de la actividad tanasa en funcibn de la 

concentración del sustrato. 

Sin embargo, los resultados hasta ahora obtenidos son aún insuficientes para explicar de forma clara y 

contundente las causas que originan las diferencias en los sistemas de  CML y CMS. Las cuales 

" 



aparentemente pueden estar  ligadas a los fenómenos  de  difusión  de los nutrientes y oxígeno  en  ambos 

sistemas  de cultivo. Experimentos  preliminares  sobre  estos  procesos  difusionales, hacen pensar  que  el 

CMS es  menos sensible a  la  represión catabólica,  principalmente  por la  ausencia de  agitación,  de tal 

forma  que los niveles  de  glucosa en  la vecindad  de las zonas catalíticas (celulas)  tiende a formar 

gradientes  de  concentración,  influenciado  principalmente  porque la velocidad de  consumo de los 

mismos es mayor  que la de  su  difusión  sobre el soporte. Por el contrario, en CML, la agitación  evita la 

formación'de gradientes y por lo tanto, el microorganismo  se  encuentra  permanentemente en contacto 

con altos niveles de  glucosa,  basando  su  crecimiento  básicamente en este  sustrato y  no sobre el 

inductor, lo cual hipotéticamente  sucede en CMS. Sin  embargo,  estas  incógnitas  quedan por resolverse 

en trabajos  futuros. 





CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten formular las siguientes conclusiones: 
" 

Los patrones de producción de la tanasa en CMS y CML son diferentes en condiciones de inducción y . 

de represión. Dichos patrones están fuertemente influenciados por su asociación con  el crecimiento y a 

la presencia (CML) o ausencia (CMS) de  un proceso proteolítico en el medio. 

El análisis de los parámetros cinéticos de producción de la tanasa en CMS y CML demostr6 que el 

factor dominante que explica la elevada productividad de la tanasa en CMS en comparación con el 

CML, fue el rendimiento de la enzima por unidad de biomasa (YEIx). 

La diferencia de productividad en ambos sistemas de cultivo esta fuertemente influenciada por  la 

presencia de proteasas en CML y la ausencia de éstas actividades en CMS.  Sin embargo, al cambiar 

las condiciones del cultivo sólido, se detectó la presencia de dichas actividades enzimáticas. 

Los cultivos de Aspergillus  niger Aa-20 estudiados, si presentaron el fenómeno de represión catabólica 

por la adición de glucosa, pero el CML fue mucho más sensible que el CMS, sin embargo, en éste 

último, los niveles de glucosa utilizados fueron 4 veces más altos que  en CML. Los patrones de 

ind\:cci6n y represibn se asociaron claramente a tos valores del rendimiento YEIX en ambos sistemas de 

cultivo. 



Este es el primer reporte que demuestra diferencias en  la tasa secundaria de destrucción de la enzima 

(k) cuando ésta se produce en  presencia única del inductor en CML, las cuales se asociaron claramente 

a la presencia concomitante de proteasas en el medio de cubo, de  forma contraria a lo que sucede en 

CMS, donde los valores de k fueron asociados al incremento de la actividad tanasa en función de la 

concentración del sustrato. 

En CML, el ácido gálico provocó  la obtención de bajos títulos de actividad tanasa, incluso menores a la 

actividad basal, lo que sugiere que actúa como un represor por producto final. 

Finalmente, se concluye que los resultados obtenidos demuestran diferencias fisiológicas importantes 

en los dos sistemas de cultivo evaluados y, a diferencia (le Io reportado en la literatura, no se 

encontraron diferencias significativas en los valores de Xmax y 11, pero si las hubo en los valores de YEIX. 

Los resultados del máximo nivel teórico de YE/XXmax, y de la máxima productividad de referencia 

/..lYE/XXmax, o de los niveles medidos de Emax y Pmax, fueron favorables para el CMS. 



" 



Recomendaciones 

RECOMENDACIONES 

Los resultados obtenidos reflejan diferencias fisiológicas importantes, las cuales pueden  ser provocadas 

por diferentes causas, entre las que se consideran la densidad de empaque en  el CMS y, el tipo de 

sustrato. En el primero de los casos, la densidad de empaque tiene una fuerte influencia sobre la 

difusión de oxígeno y de los nutrientes, mientras que el sustrato y las concentraciones a las que  se 

evalúa pueden ser tóxicas para el microorganismo. Esto hace necesario un estudio que relacione las 

velocidades de consumo y de difusión del sustrato como posible explicación a las condiciones 

generadas en CMS que llevan a una ausencia aparente de l a  represión catabólica de la sintesis de 

enzimas inducibles. Este estudio descriptivo de tal fenómeno, abrirá nuevas lineas de investigación, por 

lo que se sugiere evaluar la influencia de la densidad de empaque del soporte en CMS y se determinen 

los valores de la constante de difusi6n del sustrato en el soporte. 

Es importante mencionar que los estudios que se lleven a cabo sobre el mismo tema, deberhn de 

emplear modelos de enzimas inducibles sencillos (por ejemplo: invertasa inducida por sacarosa o 

celulasa por celobiosa), esto con el fin de reducir al mhximo los efectos tbxicos o inhibitorios de 

comouestos complejos sobre el crecimiento microbiano, como ocurrió con  el empleo de &ido timico. 

Además, es importante abordar el tema cubriendo otros aspectos tales como el efecto que tiene la 

actividad de agua sobre la aparente ausencia de represión catablólica. Un estudio a nivel de mecanismo 

de regulaci6n tambih evidenciar& nuevos hallazgos que llevan al entendimiento completo de la 

capacidad que tiene el CMS para minimizar el fenómeno de represión catabólica. 
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A B S W C T .  Recent  studies on high  levels of inducible  enzymes  production  such  as  a-amylase,  pectinase, 
and  tanase by certain  microorganisms  during  Solid  State  Culture (SSC) have called strongly the attention. 
Apparently,  this is due to apparent  absence of catabolic  repression, still when high levels of glucose are 
added,  while that in tbe  Liquid  State  Culture (LSC) to low concentrations of glucose, a  marked  repression 
o f  the  synthesis of such  enzymes is showed.  Several  theories  have  been p r o p a d  to explain this 
phenomenon,  but still, no one  has  demonstrated  which  are  the  cause3 of i ts  manifestation. In this  work, 
main  aspects of induction  and  catabolic  repression of enzymes are  reviewed,  and p i b l e  causes of the 
apparent  absence of catabolic  repression of enzymes in SSC are  presented. 

RESUMEN. Los altos  niveles de  producci6n  de  eazimas  inducibles tales como la a-amilasa,  pectinam y 
tanasa  por  ciertos  microorganismas  durante l o s  procesos  de Cultivo en  Medio  Mlido (CMS) han  llamado 
la atenci6n  en l o s  últimos afi03; al parecer, &to se debe  a  que en t a l e 3  condiciones no se ejerce la repmi6n 
catnbólic;l, aún cuando los niveles  de  glucosa  adicionados son considerablemente nltm; mientras que en el 
Cultivo .en Medio  Liquido (CML) con  bajas  concentraciones  de  glucosa,  existe m a  marcada repmi611 de 
la sintesis de  dichas enzimas.  Diversas  teorfas  han  sido  propuestas para explicar dlcho fen6menq pero 
hasta ahora, ninguna  ha  demostrado cuales son las c a w s  por las cuales se presenta. En este trabajo se 
revisan I c w  aspectw  generales  de la inducci6n y represi6n  cataMlica  de  enzimas y se presentan la3 pasibles 
causas  de  la  ausencia  aparente  de la represión  catabólica  enzimhtica  en  el CMS. 

IhTRODUCTION 

La represih c a t a b ó l i c a  por debici6n representa la in- 
terrupción de  la expresi6n de genes que  codifican la sínte- 
sis de enzimas inducibles. La biosíntesis de enzimas micro- 
bianas involucra serios problemas, principalmente w n &  
micos,  cuando la poducción  de &as, se realiza por proce- 
sos de  cultivo en medio  liquido ( C m )  con fines comercia- 
l e s . "  Para evitar este complejo mecanismo  regulatorio, se 

han propuestos nuevos  modelos  de produccibn de mimas 
miaobianas,  tales como,  cultivos  continuos o por lote ali- 
mentado, a s i  como la obtención de cepas mutantes  resis- 
tentes a represi6n c a t a b 6 l i c a .  Algunos de estos modelos 
son imprdcticos o dificiles de  eje~utar.~'  

En l o s  ú l t imos  &os, diversos autores han mostrado  que 
el proceso de cultivo en medio s6lido (CMS), minimiza la 
presencia de  este fenbmeno; t a l  como lo demuestran l o s  re- 
sultados sobre la producc ih  de a - a m i l a ~ a , ~ ~ ~ '  endo y exo- 
poliga~acturonasa,~~ tanasaZ5 y proteasa.20 

En este b-abajo se presentan aspectos generales  sobre 
los fenómenos de inducción enzimAttica y represión cata& 
lica; se hace hfasis  en l o s  principales hallazgos sobre la 
capacidad del proceso de CMS para minimizar la represi6n 

4 

catatxjlica; se discuten las principales causas que inciden 
en este fmheno y finalmente se sugiam algunas heas 
hturas de investigacibn  que permitan entcnda detallada- 
mente la existencia de estos patrones de  pcducción, cuan- 
do se comparan el CMS y el Ch4L. 

ASPECTOS GENERALES 

El crecimiento bacteriano en medios con dos fuentes de 
carbono presenta un comportamiento  denominado a m o  
diaurtia o de dos .&e se manifiesta, ya que el mi- 
croorganismo util iza primero al sustrato de m b  ficil asi- 
milacibn (que  incluye el transporte y el metabolismo del 
compuesto) o con el cual se requiera el mínimo consumo 
de energia para introducirlo y metabolizarlo. Cuando &te 
se acaba, consumira la otra b a t e  de carbono para la que 
requiera un gasto energttico mayor. 

En el metabolismo bacteriano, este fenbeno conocido 
m o  represih catabblica, se presenta por la inhibicih del 
transporte  activo  provocado por la alta concentración de 
uno de los &cares que ingresan por el sistema fosfotrans- 
ferasa. Este proceso  regulatorio  consiste  basicamente en la 
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A Comparison of Methods to  Deter:mine Tannin Acyl 
Hydrolase Activity 

CrisMbni Agullar', Christopher Augur'., Gustavo Viniegra-C;ondlez' and Ernesto Favela' 
'Departamento de Biotecnologia. Universidad Aufdmma Metropolitana Izta,ualupa, .MLxico, D.F. 09340; 21nstintr 
L Recherche pour k Dkveloppement. IRD-Mexique,  Cicerdn 609, Los Morales, MCXico,  D.F. 11530, Mexico 

ABSTRACT 

Six methods to determine the activity of tannase  produced by Aspergtllus niger Aa-20 on pvlyurerhane foam by solid 
state fermentation, which includcd two titrimenic  techniques, three spectrophotomerric merhods and one HPLC 
assay were tested and compared. All merhods assayed enabled  the measurement of exrracelluhr  fannase activity. 
However, only jlve were useful to evaluate introcellulur tannase activity. Studies on the effect of p H  on tannase 
extraction demonstrated that tannase activity was  considerably under-estimated when its extraction was carried out 
atpH values below 5.5 and above 6.0. Results showed that the HPLC techniqÜe and the modified Bajpai and Patil 
merhodrpresented several advantages in comparison lo the  other methods tesred. 

Key words: Tannin acyl  hydrolase, assay, polyurethane foam, solid state fennentatwn. tannase 

INTRODUCTION 

Tannin acyl hydrolnse (EC 3.1.1.20) or tannnse 
is an enzyme which hydrolyses  the ester  and 
depside  bonds of hydrolysable  tannins  and  gallic 
acid  esters  (Lekha and Losane,  1997).  It  breaks 
down tannic  acid,  releasing  gallic acid and 
glucose  (Haworth et al., 1958). Tannase is 
produced by fungi,  mainly by species of 
Aspergillus, Penicillium, Fusarium and 
T r i c i i o d e m  (Iibuchi et al., 1967;  Rajakumar 
and Nandy, 1983;  Kawakubo eral., 1991; Lekha 
and  Lonsane,  1994;  Garcia-Peña,  1996;  Bajpai 
and Patil.  1996). but also by bacteria  (Deschamp 
et d.1983) and yeast (Aoki et al., 1976). 
Tannase  activity has also been detected  in  the 
h i t  of several  plants'  (Sourlangas,  1947; 
Madhavakrishna et al., 1960). 

The major commercial  applications of tannase 
are in the  manufacture of instant tea or acorn 
wine and the production of gallic  acid (Coggon 
et al., 1Y75; Chae and Yu, 1983; Pourrat et al., 
1985). The latter is a key  intermediate  required 
for the synthesis of  an antifolic  antibacterial 

* Author for compardeace. 

O 1999, Paran6 lnrtltute of Technology Publlcatlon 

drug, trimethoprim, used in the  pharmaceutical 
industry  (Sittig,  1988).  Gallic  acid  is  also a 
suhstrntc for the  chemical or enzymhtic 
synthesis of propyl  gallate in the food industry. 
lo addition,  tannase is used as a clarifying agent - 
in  wine, fruit juices and coffee-flavoured  soft 
drinks  (Lekha eral., 1993). 

Several  titrimetric  (Nishira, 1961; Haslam and 
Stangroom  l966; Yamada e! al., 1967), 
photometric  (Chen,  1969).  colorimetric (Haslam 
and Tanner,  1970),  UV-spectrophotometric 
(Iibuchi et d., 1967; Aokj et d . ,  1976; 
Rajakumar and Nandy. 1983;  Sanderson et al., 
1974; Bajpai and Patil.  1996) and 
chromatographic  (Jean et al., 1981;  Beverini and 
Metche,  1990) methods to quantify enzyme- 
released  gallic acid have  been  proposed. Some 
methods are non specific or present  problems in 
determining arb endpoint  accurately. In addition, 
conditions of enzymatic  reaction are different. 
Some others  are long and tediom, requiring M 
cxtcndcd  reaction time. Often, non readily 
wailablc substrates  are u s d .  In the 
spectrophotometric method described by 
Sanderson ef a l .  (1974),  tannase  activity was 
not expressed in  standard  international ' units. 
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Chapter 4 3  

ISFLVESUCE OF CARUOS  SOCRCE OS TAiiU:\SE I 'RODL~CTIOS BI' 
ASf'ERGILLUS N I G E R  AA-20 IX SOLID STATE CULTURE 

C. N.  Aguilar'.', C. Augur", G .  \'iniegra-Gonzilez?, E.  Fat.ela-Torres' 

At present.  coffee  pulp is one of the most  mundant  agro-industrial  wastes  and  pollutants 
generated by the  coffee  industry.  The utilization of coffee  pulp as animal feed has been 
investigated  for  several  years  (De Rozo er al.. 1985), but il:s chemical  composition is a 
:reat limiring  factor  due to thc  presence of anti-physiological  factors  such  as  caffeine, 
pol!phcnclltc compounds and  tannins ( H ~ k i l  et  a l ,  1998). which  include  tannic acid in 
high concentrations (3 -4%) .  Tannins  are  uarer-soluble  phenolic  compc2nds  uith 
rnolcculur uclghts  ranging  from 500 [o 3000 Da. These are present in seLeral  plants 
acting  structurally  as  pigments and  protecting  from  microbial  attacks  (Lekha  and 
Lonsane. 1997). 
Coffee  pulp  has  been  suggested useful for the production o'f value-added  products  such 
as enzymes. Ir contains  high  amounts of soluble  sugars  (Delgado, 1999). The removal 
of tannins  ,from  coffee  pulp  could be carried out in three ~ y s ,  with  chemical  means, by 
microbes,  or by  the  direct  use of tannin-hydrolysing  enzymes.  The  first  option i s  not 
rrcomrncndcd  duc 10  thc use of toxic salts or  soIventF,  which  involvcs  high  costs. 
Microbial  or  enzymatic  tannin  removal  presents  several  advantages  on  process  costs and 
controls.  Several  tannase-producing  micro-organisms  have  been  reported, which  mainly 
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-. PRODUCTION  OF  FUNGAL  TANNASE IN A MOI)EL  SYSTEM 
BY SOLID  STATE  FERMENTATION 

Coffee pulp is considered  the  most abundant waste and pollutant 
material produced by the  coffee  industry. Its utilization a:s  animal  feed is 
limited by presence  of antiphysiological factors,  such as polyphenolic 
compounds,  among  which, tannic acid is present in high concentrations 
( 3 4 % ) .  Thus,  the  use of tannase-producing hngal strains  to  degrade 
tannins might be an alternative in order  to use coffee pulp as animal feed; 
in addition,  tannase  production from this material by solid state 
fermentation (SSF) might be an attractive possibility. The production o f  
tannase by A.sperg/llu.s rtiger Aa-20 was evaluated.  Several 
concentrations  of  tannic acid (12.5, 25, 50 and 100 g / L )  were tested in a 
model system.  Column  reactors  were packed with polyurethane  foam 
impregnated with liquid medium  and inoculated with slpores. Tannase 
production was carrying out for 48 h. Tannic acid  uptake: was measured 
by the  phenol-sulphuric method and extracellular and intracellular 
tannase activities were assayed by KPLC-chromatography.  Tannase 
activity increased with increasing concentration o f  tannic ;acid. Maximum 
extracellular and intracellular tannase activities ( 1  1.35 a.nd 6.95 U/mL 
respectively) were  recorded with 100 g/L o f  tannic acid.  The  substrate 
uptake  was 100% at  concentrations of 12.5, 25 and 50 gL,  while 74.4% 
was consumed in the  presence o f  100 g/L o f  tannic acid after 48 h o f  
culture. These results  suggest that high concentrations o f  tannins can be 
removed by SSF and tannase  production can be  reachedl in high titers. 
Future  work will evaluate  the effect of tannase  on  the levels of tannins of 
coffee pulp. 
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EFECTO DE LOS ACIDOS GALICO Y T h i I C O  EN LA PRODUCCION DE 
TANASA DE Aspergillus niger Aa-20 ( 
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ntroduccidn.  IJ enzima m a s a  (EC 3.1.1.  I \ )  c3uliza l a  
udrólisis de los enlaces  éster  de los wninos  hidroliubles v 
S producida por bacterias.  levaduras y hongos. L tanas3 
s.,una  enzima  poco  estudiada  pero  utilizada en la indusrr~a 
Iimenrarla !' i a r ~ a c e u t i c a  ( 1  ) .  Los aspectos  rciac~onadcs 
on su mecanlsmo  de  regulación  han  sido  pobremente 
srudiados y los x p o r x s  existenres  son  muy esc3sos ( 7 - 1  

kneralmenrr .  se h3  reporrado  que el acido $ 1 1 ~ 0  pued? 
nducclr 13 sinresls  de la tanasa.  pero  esro resulra 
uesrionable  por 13 mtsma  naruraleza  esterasa  de I3 :m!m3 

~dicionslmcnre.  se ha sugerido  que  esta ermma cs 
onsirrutlva ( 3 ) .  
31 objetivo  de  este  trabajo  fue  evaluar la produccidn de la 
w usando la cepa de Aspergillus niger ha-20  y como 
.gentes  inductores el ácido cdnico y el  ácido gálico. 

rletodologia. IJ cepa  de A .  niger Xa-20 (coleccion Uh.Ll-  
) se cultivo  en  catraces  Erlenmeyer  de ZSOmL con e l  
nzdio x p c r a d o  ;;or Lckh~.  >' Lonsane ( !  I .  UjLiA 

SHa1:SO: c a c o  12 ?.xn:e de nltro:er.s Para & : ? ~ ; 1 n 3 r  :: 
npcl Incicc!or dei i c : i @  $il!co !' ic ldo mico ICOX! :nlc's 
uenres 3r: carbono ) cnergia)  se  llevaron 3 ,:250 ~ : ~ e t ; c a j  
ie producción (-Ish,  de la enzima. n t l l i z x d a  
mtcentraclones  molares  iguales Un testlgc! adictor.31 
ncluyo el uso  de  glucosa  como  única  fuente  de  Lzr5ono. 

.tesultndos y discusión. IJ Tabla 1 present3 las 
rctividades miximss  oblenidas  con los diferentes  sustratas 
Isados. 

Tabla I .  A c t ~ v ~ d a d  unas3 m i x m a  (U/ml )  de ,d.  nret.r .Aa-!O 
Forma de Glucosa Acido dnrco A a d o  gillco 

lntracelular 0.52 ? 0.601 0.19 5 0.004 0.01: 2 0.001 
rl.D.no detectada por la reruibhbd del merodo 

El uso de glucosa permirio conocer los valores de actividad 
>asal  de la enzima. 13 cual  f ie  expresada t a r o  en forma 
inrracelular como exuacelular y son  generalmente 
considerados  como  niveles  constitutivos  de la enzima (3) 
En el culfivo  con actdo @lye se  vid la incapacidad de esre 
para  inducir la actividad tanasa; ademis.  13 presencia de 
esla molécula genero  una  decremento  en l a  expreslon basal 
de la actividad  cnzimirica. 10 que pcrn;ire estabirccr  que el 
k i d c  _zá!iCa es \in rfguizdor crg?ri,/o de acri;,idad rmn;sa 
producida  por A.  nrper Aa-20.  Mientras  [anro 10s resulrados 
obrenidos en los culrivos  donde  se  empleó  el  lcido  tinico 
como  inductor  demostraron  que  ésre  favorece la expresión 

de la actividad  tanasa. Estos resultados  concuerdm  con los 
reporrados por Bradoo y co1.(3). En este  cullivo. I3 m i x ~ r n a  
expresion tanto de la actividad  ex~racelular  corno 
inrracelular se alcanza  a las 40 y 24h de fermcnrac:on. 
respecrivanent:  (Figura I ) .  Esros resullados  dfieren  de los 
reporrados por Lekha y Lonsane ( I ) ,  quienes  reportan l a  
mixima  expreslon  de la ac~ividad  despues  de las 70 horas 

O 10 20 30 .IC 50 

Tiempo (h) 

Para el culrivo  con  icido  gdlico. la m a s 3  se expresj  
~nrrace!ular:nenre únlcanente  despues  de las 21 horas de 
fermentación a niveles  por  debajo de la aclividad basal 

Conclusionc!~. L adicion de.1 ácido  gálico  afectó 
negativamente los niveles  basales  de la tanasa,  nienrras que 
el uso del  ic:ido  [ánico  estimulo la expresión de la actividad 
tanasa tanto intracelular como ex~racelular,  concluyendo 
que la ~anasa es  una  enzima  inducida  por  ácido  t6nico o 
alguno  de sus derivados  excluyendo  a los producros  finales 
de su hidrÓl$s, el ácido  gilic0.y la glucosa. 

Agradccimilentos. C.N. Aguilar agradece la beca otorgada por 
CONACYT. El trabajo se realizb dentro del acuerdo de 
cooperxion entre CONACYT-México y el IRD-Francia. 
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ttroducción. L c m m a  r a m 1  acil  hdrolasa (EC 3.  l .  1 .  ! I )  
tanasa.  caraliw la iudrólisis  de los enlaces  ester  de los 
ninos hidrolizables y se  usa en la  industria  procesadora  de 
gos como  asenre  clariricmre,  en la  elaboracidn de t e  
s m h z e o  y en la producción  del  ácido  gálico ( I ) .  Su 
oducción a nivel  industrial  es  via  microbiológica 
npleando C U ~ [ I \ . O S  sumergidos  (CSrn).  Una  altemat~va es 

produccidn  en  cultivos en estado  solido (CES). sobre lo 
:al exlsren  pocos  reportes  (2.3)  en los que   se   indmn 
ractlvas ventajas 

obJe!!vo de esre r raba~o fue  evaluar l a  producción dc la 
aasa producich  por Aspergillus niger Xa-20  en  dos 
i~emas de  producción  diferentes, el CSm y el  CES  usando 
ácido !án.ico como  inducror  de la actividad  tanasa. 

etodologia P a r 3  c l  CES. la cepa  de .i. c g e r  A a - X l  
olecc:on L A h l - l j  se cultivo  en  reactores  rubulares 
npsesdos  eo? cs?urr.3 de  pollIJre!uo ~nDr:gnad~ d.! 
cdl3 Cc cs:l[!vo pre::?mltn[c inoculado COP esp0r.s dri 
i c r c o r p r . ~ s m  El CSrn. SS realizó cn m ~ r a c c s  
:Ienm:yer C: 25i'nL con 5OmL del mcdlo de cl;l[ivo 
ponado por Lek13  !' Lonsme (2).  el  cual h e  umbien 
ado en e! CES El r e d i o  conrenia  dcido  rinico (50 g/L)  
m o  Únlca f t x r e  d t  c x b o n o  y energia. hs cinericas  de 
,aducción heron seguidos  durmre -lSh con  rnuesrreos  en 
!ervalos de S h .  Los expermienros  fueron  conducidos por 
Iplicado. 

esultados y discusión. La Figura ! presenta la cinetica 
! producción  de la enzima inrracelular  en el CES y CSm, 
camindose ritulos mayores  para  el  CES. 

5 -+ TiS CSm 
' .  

7 4  

Esros rcsulndos  difieren  de los de Lch y b n s a n e  ( 2 ) .  
quienes no encontraron  actividad  de  tanasa  exuacclular en 

el CSm. Pero conf iman la  idea  de  mayor  producc[ón  de l a  
erzima por e l  CES.  

Figura 2 .  presenw la cinerica  de  produccidn de la ranasa 
extracelular  en CES y CSm.  donde  urnblin los rirulos de 
acrivid~d  iucron  mayores  para cl CES.  

t C E S  t C S m  

1 

-. 8 

F I g u r 3  2 ,  Produ::!:n :e U ~ J U  c x ~ r ~ c c l u l a r  e n  CS!:r :I CES 

Lx produc:rivldades  t;Jcron de 6,667 UE:Lh Y 1.275 
UE:Lh para el CES 4' el CSm.  rcspectivarnente. 1; enz:nn 
m a s a  rninma  expresa&  mtracelularmenre se produc- I S  
veces m i s  t:n CES que en CSrn, mientras  que 13 ~ c t ~ t ~ d a d  
extracelular  es 2.5 veces  mayor  en  CES  que  en CSrn. 

Conclusiones. El CES  evaluado permitid la obtención  de 
alros títulos de  actividad w s a  con  mayor  producrividad 
que el CSm, lo que  representa  ventajas  arracrivas si 
consideran  aspectos  enonómicos  en su producción. 
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The Recent Advances In Fermenlatm Technology (RAFT Ill) 

S i c i  T h e  relatibe merits of submerged  and solid 

,A.T Gille.;pir'. Chr Hnnsen .%S Honhnlrn. D r n x r k  
Fungr haLc c r c u  prorn\w for h~ologicail conrrol but this 
pt~lcntlal h x  nor yet been realised. In part. due [o prob!erns In 
pr Aucing  spores at a low cost and  with an adequate shelf  life. 
In general, solid prduction  techniques  have  shown most 
promise for the  ncmatode  trapping  fungus, Duddingronia 
/lagrans. and  for the entornogenous  fungi Beoul*er!a bassi- 
ana  .\lerarhi;rurn ctnisopline and PaecrlomTces J i~ncsoro- 

st'us. Factors  afftc~lnp  spore yield  and qua!ity In d i d  
prduc:ion v.111 be highligh!sd using e x m p i r s  from !he 
named  fungi. Emphasis wil l  be laid on physical factors 
Including  light.  moisture  and  temperature.. , 

product ion of fungi  for biological control 

S 12 Production o f  : h e  hlycwstrogenic  Conlpound  Zeardenone 
bx Solid  Substrate  Fermentation 
.!.I P. W x h * .  L .A.  >lacDonald and G.D. Walker. 

7 h c  r\vugcnlc subsrancc. 7rar;llcnone IS among a group of compounds 
known as Rcsorcylic  Acid  Lctoncs. It  is na tud ly  prcduced by Lhc fungu 
Clhbrrrllo :cur (G. ,-ear). also citcd a Fl~tur iwn ~rurninrarun,  and may 
appcu a  conlaminant on corn stored as inid feed Commcrcidly. 
tcanlcnunc is subjcctcd  loa  chemical  reduction to produce Zeannol. which 
i s  routincly uscd IO stimul~tc growth i n  field grazed canle.  Approximarely 
25 mtlllon doxs valued at abours2Z million an sold annually. Commercial 
p d u c t l o n  of Zcanlcnonc is typically  .accomplished  through a liquid 
fcmnrarion pnxcss. Sndl-xalcprrparativc fcrmcnntionsan&edwt 
in ordcr IO producc  enough inpculurn to sced the Iargcc scale commercial 
batch. Prcductivc svains of G. ;cae are capable of prcducing I O g k  of high 
quality Zcaralcnonc. Wc have dcvclopcd an economical. solid substrare 
fcrmcnrallon cystcm. which urilizcs propricmy technology IO p d u c c  
ZcwJlcnonc  axptically in discrctc units. Thc cffccu of strain selection. 
mntcnancc.  subsfnfc and fcrmcnmioncondldons w ~ l l  tx djscuswda.sSy 
rclale to the dcvcloprnent of a  commcrcially  applicable systcm.for the 
pralucrion of biophannaccuticals. 
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Anexos 

APENDICE II 

En esta sección, se presentan los resultados obtenidos de la selección y caracterización del soporte 

usado en  el CMS. Es importante recordar que las pruebas llevadas a cabo fueron la evaluación de la 

retención de agua y el porcentaje de humedad en el punto máximo de retención de  agua. Las muestras 

de PUF se sumergieron en agua destilada durante 3 minutos, y posteriormente se removieron y 

colocaron en cajas de petri hasta que drenaran el exceso de liquido, para finalmente pesarse. Los 

resultados de la retención de agua se expresan en g de agua por g de PUF y la humedad en porcentaje. 

La siguiente tabla presenta los resultados obtenidos: - .  

Retención de agua (M) y porcentaje  de  humedad (%H) de las diferentes 

espumas  de  poliuretano evaluadas 

El PUF estándar 17 y el super firme 20-24 presentaron los valores mayores de retención de agua (48 y 

42, respectivamente) y del porcentaje de humedad (97.9 y 97.7), respectivamente. Los resultados del 

anhlisis esthdistico no mostraron diferencia significiativa a un il = 0.05 entre el PUF esthndar 17 y el 

super firme 20-24, pero nos permitió eliminar a los PUF‘S super firme 30 y 40. Para seleccionar entre el 

STD 17 y el SF 20-24 se consideraron algunas características tales como el color, precio y 

disponibilidad. Las principales diferencias entre los dos PUF fueron que el STD 17 posee un colorante 

amarillo y el SF 20-24 es blanco, el STD 17 es menos disponible que el SF 20-24, por la demanda en  la 

industral local. Con este argumento se seleccionó el PUF SF 20-24. 
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La caracterización del PUF SF 20-24 incluyeron los siguientes (analisis: 

caracterización quimica (CIQA, Perkin-Elmer México) 

caracterización microscópica (CIQA) 

Los resultados obtenidos demostraron que el PUF evaluado posee estabilizadores de luz ultravioleta, se 

degrada térmicamente a 30O0CI posee retardantes de flama y trazas de reactantes y contiene bajos 

niveles de urea. 

El análisis en espectroscopia de infrarrojo nos permitió obtener el siguiente espectro: 

Con los resultados obtenidos del análisis químico se obtuvo la siguiente estructura del PUF SF20-24: 

[ - 0 , - ( C H 2 ) 4 - O - C O - N H - ~ - C H 2 - 0 - N H - C O - l  

que corresponde al 1,4 butanodiol + metilenbis4fenil di-isocianato. 

El análisis microscópico del PUF se llevó a cabo en un microscopio Olimpus UX60 adaptado a un 

analizador de imagen plus 3.2, con un lente 50 X, y nos revel6 que la estructura de las trabeculas se 

rompe al ser pulverizado durante la etapa de pretratamiento para .ser usado como soporte. 
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El PUF SF 20-24 

celda de 1.2 mm. 

posee celdas de 0.6 mm (poros), su pared mide 0.24 mm y posee una longutid por 

- .  

La prueba final de caracterización del  PUF consistió en la determinación del punto crítco de humedad a 

diferentes concentraciones de sales minerales. Es decir, las muestras de PUF se impregaron con agua, . 

con el medio de cultivo reportado por Lekha y Lonsane (1994) y con dicho medio concentrado cinco 

veces. Posteriormente las muestras de secaron en  la termobalanza OAHUS a 5 watts de potencia (= 

128°C) y se graficó el contenido de agua (g agua/ g de solidos) vs tiempo (min). Con  estos datos se 

calcularon las diferentes velocidades de secado, las cuales se graficaron contra  el contenido de 

humedad y se obtuvieron los puntos críticos de humedad (PCH), es  decir, el punto de cambio en la 

velocidad, provocado por la eliminación del agua libre y el agua parcialmente ligada. 

Estos resultados nos permitieron usar el PUF como soporte en el CMS, ya que los valores obtenidos 

para  el  PCH nos indican que podemos modificar el porcentaje de humedad en los rangos necesarios 

para llevar a cabo el cultivo sólido (65 a 75 Oh), sin alterar la disponibilidad del agua contenida en  el 



soporte,  por cambios en  el PCH. 

Los resultados fueron los siguientes: 

PUF +medio 

PUF +medio concentrado 

45 - 55 

55 - 60 

0.995 

0.977 


