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INTRODUCCION



Un pais como el nuestro, que enfrenta una crisis econbmi
ca severa, requiere apoyarse en todas las #4reas de desarrollo’

factibles; una de ellas es el empleo de la Biotecnologia.

La Biotecnologia consiste en técnicas y procesos cuyo -
fin estriba inminentemente en la obtencién de compuestos (Gti-
les para el desarrollo del pafs, bien sea en el 4rea agroali-

menticia, médica, farmacéutica y de ingenieria quimica.

La Biotecnologia se basa en conocimientos bioldgicos ex-
tensos y técnicas de produccién industrial; los recursos con
que cuenta para lograr su objetivo son, entre otros muchos:
los métodos de ingenieria genética (Acido Desoxirribonucleico
o A.D.N. recombinante), el cultivo de células in vitro y la
tecnologia enzimftica. Las materias primas mis utilizadas en
los procesos biotecnolégicos son principalmente los microorga
nismos (bacterias y hongos), aunque también se emplean vegeta
les y animales superiores. Todos ellos poseen la capacidad
de sintetizar compuestos de interés comercial, tales como en-

zimas, hormonas, anticuerpos y 4cidos orgédnicos, entre otros.

Los microorganismos, principalmente bacterias y hongos,
poseen ademis la ventaja de poder cultivarse y mantenerse en

condiciones dptimas con relativa facilidad en el laboratorio.

Los hongos filamentosos han sido empleados para la pro-
duccién de compuestos de gran interés en la industria, ejem-

plos de ellos son: Penicillium camembertii (utilizado en la-




elaboracién del queso), Penicillium chrysogenum (productor de

penicilina), Aspergillus orizae (sintesis de 4- amilasa), -

Trichoderma viride (en la elaboracién de celulasas), y prepon

derantemente, diversas cepas de Aspergillus niger para la pro

duccibén de 4cido citrico, amiloglucosidasa, proteasas y gluco

sa oxidasa.

Aspergillus niger particularmente, puede ser cultivado

en gran escala para la elaboracién de glucosa oxidasa, produc
to normal en éu cadena metabblica. La glucosa oxidasa es una
enzima con actividad relevante en la transformacién de la glu
cosa a 4cido glucbnico, reaccién de interés en la industria

alimenticia y farmacéutica para la eliminacibén y deteccién de

glucosa, respectivamente.

Por métodos de ia Tecnologia enzimitica, es posible ex-
traer, aislar y purificar esta enzima, muy Gtil en la indus-
tria alimenticia, ya que permite la conservacién de productos
como la mayonesé, vinos y bebidas; ademés del huevo en polvo.
Es requerida tambiénm, en la industria farmacéutica para la de-

teccidén de glucosa en fluidos corporales.

El presente proyecto consiste en el desarrollo a nivel
de laboratorio de un medio de cultivo para la produccién a es
cala industrial de glucosa oxidasa, a partir de Aspergillus
niger, empleando como fuente de carbono e inductor de la enzi
ma el compuesto comercial Amidex "3on (producto de la hidréli

sis parcial del almidén, consistente en dextrinas y equivalen



tes de dextrosa libres). El Amidex "30" es un posible substi
tuto de glucosa o sacarosa convencionalmente empleada para
cultivar al microorganismo en cuestidn, sirviendo ademis como

inductor para la sintesis de la enzima glucosa oxidasa.



2.

ANTECEDENTES



Los procesos Biotecnolbgicos en el 4rea de microbiologfa
y fermentaciones han venido desarrolléndose desde que el hom-
bre comenzé a aprovechar la capacidad de ciertos microorganis
mos (adn sin darse plena cuenta de ello) para la obtencidn de
quesos y bebidas por medio de la fermentacién. De la misma
forma se realizéban, en base a observaciones previas, técni-
cas rudimentarias inmunoldbgicas teniendo como finalidad el

control de las enfermedades infecciosas que los afectaban

(1).

La Biotecnologia ha sido definida de diversas formas
(1-3), entre ellas, un concepto concluyente es el que propone
que la Biotecnologia son técnicas comerciales que emplean or-
ganismos vivos u otras substancias derivadas de los mismos
que incluyen el uso de procedimientos para el mejoramiento de
las caracteristicas de importancia econémica de plantas y ani
males (3). La Biotecnologia moderna recurre a técnicas biolg

gicas actuales tales como:

- Técnicas de ADN recombinante.
- Técnicas de cultivo y fusiones celulares in vitro, y

- Tecnologia enzimética, entre otras muchas.

Dentro de la Biotecnologia, preponderantemente, la Tecno
logia enzimdtica logra la produccién de enzimas a gran esca-
la, su purificacién y estabilizacién, tanto como la aplica-

cibén iddénea de estos catalizadores biolégicos obtenidos prin-



cipalmente a partir de microorganismos (4).

Algunas veces la purificacién de las enzimas es requeri-
da en alto grado (generalmente en aplicacién clinica), sin em
bargo, para otros usos no importa demasiado si va combinada

con otras moléculas.

Las enzimas pueden ser empleadas en varias industrias;
estos usos estin determinados por su especificidad, estabili-
dad, actividad, disponibilidad y costo de produccién (4). Las
industrias que requieren de estos productos (enzimas) son por
mencionar algunas: la alimenticia (5), textil (5), papelera
(5), quimica (5), y en la analitica (6), incluyendo en esta

dltima el empleo clinico o farmacéutico.

Hoy en dia, la inmovilizacién de las enzimas resulta muy
efectiva, logrindose as{ acoplar a equipos conocidos como
"biorreactores'" o para la construccidn de sensores o electro-

dos biolégicos (4,5,7).

Una de las enzimas que destaca en importancia por su
gran aplicabilidad industrial actual, es la glucosa oxidasa
(GO), también llamada en el transcurso del tiempo: notatina

" (8), penicilina B (8), o glucosa aerodehidrogenasa (9), y de-
signada correctamente por la Comisién de enzimas (10-12) como

A-D - glucosa - 0,- oxidorreductasa;E.C. 1.1.3.4.

La glucosa oxidasa ha sido aislada a partir de innumera-

bles fuentes; su descubridor fué Miller en 1928, y se ha iden



tificado en extractos de Aspergillus niger (4,8,12-18),

Penicillum glaucum (8,10,15,18), Penicillum notatum (4,14,16,

18,19), P. amagasakiense (13,15,17-19), P. purpurogenum (18).

Se ha reportado glucosa oxidasa de bacterias (10,20); también

ha sido purificada de miel de abeja (11), algas rojas (11-15)

y recientemente del basidiomyceto Phanerochaete chrysosporiunm

(z1).

La glucosa oxidasa ha sido objeto de diversos estudios,
logrando determinar algunas de sus propiedades fisico-quimi-
cas, ademis de su cinética enzimltica (8,15-20). Los repor-
tes de dichos trabajos se concentran en la glucosa oxidasa de

Aspergillus niger, considerada como la mejor especie producto

ra. La enzima glucosa oxidasa es una flavo-glico-proteina
con peso molecular de 160,000 daltons, constituida por dos
subunidades idénticas (13,15,19). Concretamente posee dos mo
léculas de Flavin-adenin-dinucleétido (FAD) por molécula de

enzima (21).

CINETICA DE LA ENZIMA. La glucosa oxidasa ( A -D - glu
cosa- O2 - oxidorreductasa E.C. 1.1.3.4.) cataliza la oxida-
ciénqde la./ﬁ —ID - glucosa a J.— D -glucono- Jr- lactona en
presencia de oxfigeno molecular, obteniendo como productos pe-
réxido de hidrdgeno (H,0,) y D- 4cido glucénico por hidr61i-
sis "no enzimdtica" del /- D - glucono -/ - lactona (8,15,-
21). La reaccién catalizada (9,18) se esquematiza en la figu

ra 1.



Ho {CH20H H o 6.0
[0} .
G.
o 7O, T FADH,
OH Fap HOY” o0 =0
0 Otro aceptor
H20 2 de electrones .
CHZOH
OH
Ho On U oOtro aceptor de
HO COOH 2”2 electrones reducido
HO OH

Fig. 1. Esquema de la reaccién que cataliza la enzima
glucosa oxidasa. La GO utiliza como sustratos
glucosa, oxfgeno molecular y agua para produ-
cir 4cido glucénico y peréxido de hidrégeno -
(HZOZ). G: /5-D-G1ucosa; L: g/—D Glucolactona;
GO: Glucosa oxidasa y FAD: Flavin-adenin dinu
clebtido.

/!

EFAD + G—> EFADH,+ L. —> EFADH, + 0,-— EFAD-H,0,— EFAD

2 2

Fig. 2. Diagrama de la transformacién en la que intervie-
ne la glucosa oxidasa. El mecanismo de reaccidn
es el mismo de la Fig. 1. Las abreviaturas cé-
rresponden a: G: /B-D-Glucosa; L: J -D-Glucolac-
tona; GO: Glucosa oxidasa, EFAD: glucosa oxidasa
oxidada, EFADHZ: glucosa oxidasa reducida; 02:
oxigeno molecular y H,0,: perdxido de hidrégeno.
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La glucosa oxidasa es altamente especifica para la gluco

sa en su forma /E-D-glucopiranosa (8 y 15).

Otra forma de mostrar el mecanismo de accibén de la gluco

sa oxidasa es el que se expone en la figura 2 (9).

La reaccién que cataliza la glucosa-oxidasa se manifies-
ta entonces como una reaccién enzimdtica de segundo orden, se
gln la descripcién del Jodelo de Michaelis-Menten para el caso

de dos sutratos (16 y 18).

USOS DE LA GLUCOSA OXIDASA. La glucosa oxidasa, reviste
gran importancia econémica en la actualidad, debido a la reac
cibn que cataliza (como se describié anteriormente), con uso

relevante de la industria alimenticia y farmacéutica (17):

I. Se emplea en la eliminacién de la glucosa, principal-
mente de la clara y yema de huevo durante el proceso
de elaboracién de huevo en polvo, ya que el 5% de 1la
glucosa que posee, puede causar un obscurecimiento in
deseable (Reaccién de Maillard) durante perfodos de
almacenamiento prolongados. GO combinada con catala-

sa, elimina también el HZOZ presente en el producto.

II. Eliminacién de oxigeno. La glucosa oxidasa por ser an
tioxidante previene los cambios de color y sabor (en-
ranciamiento) en los alimentos durante el procesamien

to y conservacién de:
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. - Jugos citricos y bebidas carbonatadas.

- Jugos dulces (néctares)

- Leche en polvo

- Vinos (blanco y rosado) y cervezas

- Mayonesa y adheresos salados

- Varias combinaciones de la glucosa oxidasa con éci—
do ascérbico, celulasas y lactosa, entre otras, par
ticipan en la conservacién 6ptima de diversos comes

tibles.

En el frea farmacéutica la GO es usada en diagn6stico
clinico como fiel indicador del metabolismo de car-

bohidratos en fluidos corporales (4,15,17). Productos
comerciales de glucosa oxidasa permiten la determina-
cién cuantitativa directa de glucosa en suero y plas-

ma (22).

Ultimamente se trabaja en la inmovilizacién de GO en
diferentes soportes (orgénicos e inorgénicoS), logran
do la utilizacién al méximo de la enzima, en procesos
fermentativos continuos o en Batch (lote); ademés de

la elaboracién de electrodos bioldgicos (7, 23-31).

En la mayoriade los estudios citados, se obtiene la glu-

cosa oxidasa a partir del hongo Aspergillus niger. A. niger,

pertenece a la subdivisién Ascomycotina y a la clase de los
Plectomycetes; es un hongo que se desarrolla en colonias que

" se extienden ripidamente, y cuya coloracidn micelial se tor-

na blanca-amarilla-marrdén y negra. Presenta conidios globosos
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y radiados, constituyendo columnas sobre el sustrato (32-34).

El hongo A. nidulans por su parte, es de uso comGn en es
tudios genéticos, crece generalmente aislado, liso, aterciope
lado y de color verde claro, presentando una escasa produc-
cién conidial, y que para los fines del presente trabajo, tam

bién fué utilizado (33).

Tanto A. niger como A. nidulans, pueden ser desarrolla-
dos en medios de cultivo determinados, resultantes de una mez

cla de materiales orgénicos e inorgénicos (3,33).

Especificamente para el crecimiento de A. niger y la pro
duccibén de la enzima glucosa oxidasa, se han reportado diver-

sos medios de cultivo.

La patente de Goldsmith en 1960 (20), revela solamente
el crecimiento de A. niger en un medio de cultivo con glucosa
como fuente de carbono e inductora de la sintesis de G.0. En
1980 en un estudio para la localizacién citoquimica de la glu
cosa oxidasa en A. niger, se empleé ya, un medio mineral a ba
se de Glucosa, Hidrocloruro de Metilamina y varias sales como
Sulfato de Magnesio (MgSO4. 7 HZO)’ Sulfato de Potasio (KZSO4]
Sulfato de Zinc (Zn504. 7 HZO) y Sulfato de Fierro (FeSO4.

7 HZO), ademés de extracto de levadura.

En el mismo afio, la publicacién Barker, S.A. (1980), ée-
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fiala un medio para el crecimiento fﬁngico de Zetelaki (1970),
cuyos componentes son: Sacarosa en gran cantidad, Licor de
mafz y Nitrato de Calcio (Ca (NOSJZ' 2H,0) como fuente de ni
trégeno y complementos de Acido Citrico, Fosfato de Potasio
(KHZPO4), Cloruro de Potasio (KCI), Sulfato de Magnesio
(MgS0,. 7 H,0), as{ como Cloruro de Fierro (FeCls. 6H,0) (15).
Esta publicacién destaca a la agitacidén y aereacién como fac-
tores importantes para la produccién de GO, sefialando también
que la actividad GO fué alta en un medio con 5% de azﬁcar
{glucosa) y no incrementd considerablemente al aumentar un 7%

(15).

Fogarty (1983) en el libro Microbial Enzymes and Bio-
technology indica que el medio de cultivo utilizado para la
produccién de la enzima es muy simple, a base de Glucosa, Me-
lazas, Licor de Maiz o peptona, sales adicionales y minerales

traza (18).

La publicacién de Fiedurek, J. en 1986 sobre mutagénesis
flngica para la produccidén de glucosa oxidasa por A. niger
describe un medio consistente en, Glucosa en gran proporcidn
y Carbonato de Calcio (Ca COS)’ ambas como fuentes de carbono,
en tanto que para el suminisfro de nitrégeno se utiliza Pepto
na, incluyendo por supuesto sales minerales como Fosfato de

Amonio (NH P04), Fosfato de Potasio (KHZPO4) y Sulfato de

4)2
Magnesio'(MgSO4. 7 HZO) (12).
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Del andlisis de los cultivos antes expuestos, se conclu-
ye la importancia en el medio, de una fuente de carbono y una
de nitrégeno, ademds de sales minerales en pequefias concentra

ciones.

El presente proyecto establece la implementacién de un
medio de cultivo, substituyendo la fuente de carbono ordina-
ria (glucosa o saéarosa) por el compuesto comercial Amidex
"30", empleado por primera vez para la produccibén de 1la enzi-
ma glucosa oxidasa, que como se ha venido enunciando, resulta

de gran utilidad en la industria alimenticia y farmacéutica.

Las ventajas que ofrece el Amidex "30" (producto de 1la
hidrblisis parcial del almidén que contiene 30% de equivalen-

tes de dextrosa libres y destrinas (polimeros de glucosa)

son:

1. La relativa facilidad de adquisicién del producto, por
su bajo costo en el mercado local, a diferencia de la
glucosa o sacarosa en grado reactivo, que ostenta un al-
to precio comercial; y en un proyecto de escalamiento,
el factor econémico, obviamente, es de suma importancia.

2. La composicién propia del Amidex: 30% de equivalentes de

dextrosa libres y dextrinas, resultado de la hidrélisis
parcial del almidén, suministra al medio de cultivo la.
cantidad de dextrosa (o glucosa) necesaria tanto para el

crecimiento vegetativo del hongo; como en la induccién
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de la sintesis de la enzima glucosa oxidasa, producto

que nos ocupa.

3. El desdoblamiento gradual (ulterior) de las dextrinas
del medio, durante el crecimiento del hongo, provee de
una cantidad adicional de glucosa al cultivo, evitando

su agotamiento.

4. Disminuye el problema de contaminacibén del cultivo, al
suprimir el uso del licor de maiz, propuesto en uno de

los medios reportados en la bibliografia (15).

El desarrollo de un medio de cultivo para la produccifn

de glucosa oxidasa a partir de Aspergillus niger, contribuir4

como alternativa en la produccién de tan importante enzima,
ya que al escalar el proceso para la obtencibn, purificacién
e inmovilizacién de la enzima, se tornard mis accesible la
sintesis en el pais, contribuyendo al adelanto cientifico y

tecnolbgico de México.



3.

JUSTIFICACTION
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Trabajos biotecnolédgicos como el '"Desarrollo de un medio
de cultivo para la obtencién de la enzima glucosa oxidasa a

partir de Aspergillus niger , entre atros, que se realizan

en México, contribuyen a disminuir notablemente el nivel de

importacién de un sinn@mero de productos o materias primas.

Concretamente, la importancia de substituir la fuente de
carbono convencional (glucosa o sacarosa reportada por diver-
sos autores) por el compuesto comercial Amidex "30", radica
fundamentalmente, en la facilidad con que es posible adquirir
lo, a bajo costo en el mercado; a diferencia de la glucosa sa
carosa en grado reactivo. Esto representa una marcada reduc-
cibén en el gasto de produccibn durante el proceso de escala-
miento a nivel industrial para la obtencién de la enzima glu-

cosa oxidasa.
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La produccidén de glucosa-oxidasa a partir del Ascomyceto

Aspergillus niger serd favorecida cuando al medio de cultivo

se le substituye la fuente de carbono tradicional (glucosa o

sacarosa) por el compuesto comercial Amidex '"30".



5.
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OBJETIVQ GENERAL:

Implementar un medio de cultivo para la produccién de
glucosa-oxidasa utilizando el compuesto comercial Amidex "30"

como inductor de la enzima en Aspergillus niger.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Desarrollar un método de ensayo in vivo para la de-

teccién cualitativa de actividad de glucosa-oxidasa en A. niger.

2. Determinar cualitativamente la actividad de Glucosa-

oxidasa de A. niger en extractos del microorganismo.

3. Seleccionar la estrategia de extraccién més apropiada

para la obtencidn de extractos enzimfticos a evaluar.

4. Cuantificar in vitro la actividad especifica de gluco

sa-oxidasa de Aspergillus niger crecido en diferentes medios,

comparéndola con la enzima comercial (pura) y la actividad en-

zimitica de Aspergillus nidulans(paba).
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6.1 CEPAS DE ASPERGILLUS SPP.

Las cepas flngicas elegidas en la experimentacidn fue-

ron:

Aspergillus niger h-178 (ATCC-10864, NRRL-330); que es

un organismo reportado como productor de enzimas sacarofili-

cas y glucoamilasa (35).

Aspergillus niger h-175 (ATCC-9029, NRRL-003), produc-

tor de 4cido glucénico y glucosa oxidasa (35).

Aspergillus nidulans (Paba), auxotrdfica para el 4cido

p-amino-benzoico, que se utilizé como control negativo en los
experimentos, ya que ha sido comprobada en esta cepa, una ba-

ja sintesis de glucosa oxidasa (12).
6.2 MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS:
Los medios de cultivo empleados fueron:

6.2.1 Medio Agar-Papa-Dextrosa (PDA) adicionado con 0.5%
de extracto de levadura (Merk), este medio se cono
ce como medio rico; recomendado para el crecimien-
to en caja de Petri de las cepas fﬁngicas antes
mencionadas, al estimular la conidiacién y esporu-

lacién de Aspergillus (33,35).

-6.2.2 E1 medio de cultivo mayormente utilizado fue el Me

dio minimo bésico para Aspergillus spp. (Med. min)
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descrito por el Dr. A. Paszeuski, comunicacibn per
sonal; cuyos componentes se enlistan en la Tabla
No. 1. A partir de este medio se ensayaron varia-
ciones en las concentraciones de la fuente de car-
bono (glucosa), responsable indudablemente, de un
mejor crecimiento micelial y/o una mayor actividad

glucosa oxidasa (12,15,18,20).

Medio minimo bdsico para Aspergillus spp. (Med.
min) fue modificado en sus concentraciones norma-
les de glucosa, es decir, el 1% que incluye (ver
tabla 1), por 5, 10, 20 y 40% (gramos de glucosa
por cada 100 mililitros de medio), tal como se ex-

presa en la Tabla 2.

Siempre que se llevé a cabo el crecimiento de

A. nidulans (Paba) fué necesaria la adicién al Med.
min. de una solucién de Acido p-amino-benzoico (Pa
ba) al 0.00001%, esterilizada por filtracidén con
equipo Millipore a presién, en el que se utiliza-
ron membranas con poros de 0.451pm de diémetro. La
solucién de Paba fué conservada a 4°C hasta su em-
pleo. Los medios de cultivo ricos no requieren es-

te suplemento.

En virtud de que las concentraciones de glucosa re-
queridas (segdn nuestros resultados) fueron altas,

y por el hecho de que al escalar este proceso aumen
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TABLA 1. COMPONENTES DEL MEDIO MINIMO BASICO PARA
Aspergillus spp. OBTENIDO POR COMUNICACION
PERSONAL DEL DR. AL PASZEUSKI.

REACTIVO CONCENTRACION
(g/1)
NaNO3 6
C6H1206 10
KC1 0.52
MgSO4.7H20 0.52
KH2P04 1.52
CuSO4.5H20 0.0004
FeSO4.7H20 0.0008
MnSO4.2H20 0.0008
NaMoO4.2H20 0.0008
ZnSO4.7H20 0.0008

El medio minimo bésico para Aspergillus spp. fue ajustado a

un pH de 6.5 con una solucibén 1 M de Hidréxido de Sodio. Pos
teriormente fué sometido a esterilizaciém a 15 libras de pre
sién durante 15 minutos, de tal forma que al enfriarse queda

se listo para ser inoculado con los hongos a ensayar.
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MODIFICACIONES REALIZADAS AL MEDIO MINIMO BASICO
PARA Aspergillus spp. CON RESPECTO A LA CONCEN-

TRACION DE GLUCOSA EMPLEADA.

CONCENTRACION DE

MEDIO DE CULTIVO GLUCOSA ( % )
Med. Min. 1
" " 5
t " 10
" " 20
" " 40

Medios de cultivo desarrollados para verificar
diferencias en la actividad glucosa-oxidasa de
los micelios obtenidos, luego de 24 y 48 horas

de crecimiento.
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ta afin m4s dicha cantidad de glucosa, se empled co
mo substituto de la misma, el compuesto comercial

Amidex "30".

Se desarrollaron cultivos de Med. Min. sin gluco-
sa, pero suplementado con Amidex "30'" al 15 y 33%
para igualar las cantidades de glucosa antes des-
critas (Tabla 2), logrando concentraciones de

equivalentes de Dextrosa libres de 4.5 y 10% res-

pectivamente en medios separados.

Para comparar actividad enzimética de las cepas
flngicas se emplearon ademés el Medio Rico para
Aspergillus spp. descrito por el Dr. A. Paszeuski
(comunicacién personal) que es el propio Medio mi-
nimo bésico para Aspergillus spp. enriquecido con
6 g/1 de extracto de levadura y 20 ml. de solucibn

de aminodcidos por litro de medio.

La solucién de aminodcidos compuesta por fenilala-
nina, prolina y metionina al 1% se esterilizé con
equipo Millipore filtrando a presidn a través de
membranas con poros de 0.45/um de diémetro, (conser
vacién a 4°C), incorpordndose al medio de cultivo
una vez que éste fue esterilizado en la autoclave,
esperando a que se enfriaran, para evitar que los

aminoécidos fueran degradados por accién del calor.
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El pH del medio de cultivo fué ajustado a 6.5 (co-
municacién personal del Dr. A. Paszeuski) con hidrb
xido de sodio antes de ser sometido a esteriliza-
cibén en autoclave durante 15 min. a 15 libras de

presibn,

En virtud de que el Medio Rico contiene sélo 1% de
glucosa, también se preparé uno, pero con 10% de

la misma, estimulando la sintesis de glucosa oxida
sa (12,15,18,20; ver detalles en las secciones pos

teriores).

6.2.6 Finalmente fué considerado durante la experimenta-
cién el Medio Zeteiaki, reportado en la literatura
para la obtencién de la enzima glucosa oxidasa
(15). Sus componentes quimicos y condiciones de

cultivo desarrolladas, se describen en la Tabla 3.
6.3 CRECIMIENTO EN CAJAS DE PETRI DE LAS CEPAS FUNGICAS.

Para iniciar el desarrollo de una cepa fﬁngica se pueden
emplear medios de cultivo sélidos en cajas de Petri, con medio
rico, que permita una perfecta conidiacién (33,35). Por tal
motivo, se crecieron las cepas de A. niger h-178 (primera cepa
disponible) y A. nidulans (Paba) en Medio Agar-papa-Dextrosa

(PBA) (35), adicionado con 0.5% de Extracto de Levadura.

Para preparar el PDA se disolvieron 39 gramos del propio
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COMPOSICION QUIMICA Y CONDICIONES DE CULTIVO DEL

MEDIO ZETELAKI (15).

REACTIVO CONCENTRACION
g/l
Sacarosa 50
Ca(N03)Z. ZHZO 2
Acido citrico 7.5
KH2P04 0.25
KCI 0.25
MgSO4. 7H20 0.25
FeC13.6H20 0.01

Licor de mafiz
saturado 20

El medio inoculado con el hongo fué incubado a

37°C y 300 rpm durante 24 y 48 horas.
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reactivo por cada litro de agua destilada en un matraz Erlen-
meyer, adicionédndole 0.5% de extracto de levadura, posterior-
mente se fundié el agar en bafio marfa, luego de lo cual fué
sometido a esterilizacién en autoclave a 15 libras de presién
durante 15 minutos. Subsecuentemente fué vertido el medio a
cajas de Petri estériles, hasta que el medio solidificara a

temperatura ambiente.

La inoculacién flngica se realizé por picadura con el asa
de inoculacién esterilizada en la flama del mechero, enfriin

dola después unos instantes.

De la coleccibén de cepas se tomd un poco de muestra con
ayuda del asa, tanto de la cepa A. niger h-178 como de A. nidu
lans (Paba) por separado, inoculidndolas en un solo punto al

centro de la caja de Petri con medio PDA.

Para el crecimiento del hongo, las cajas de Petri se colo
caron en la incubadora a 37°C (35) durante una semana aproxima
damente, o hasta que el micelio hubiera invadido totalmente la

extensibén del medio en perfecta conidiacién.
6.4 CRECIMIENTO Y OBTENCION DE MICELIO EN MEDIO LIQUIDO.

Para la determinacién de la Actividad glucosa-oxidasa de
las cepas fﬁngicas empleadas, fué necesario obtener el micelio

crecido en matraces con medio liquido (33).

El usado en primer término fué el Medio minimo bésico pa-
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ra Aspergillus spp. (ver Tabla 1 de la seccibén 6.2), cuya con
centracién de glucosa es de 1%; ensayando luego variaciomnes
con 5,10,20 y 40% de glucosa (12,15,18,20), en medios por se-
parado (ver seccibn 6.2.2 y 6.2.3). Para ello fué indispensa
ble contar previamente, con cajas de Petri (de PDA) con las

cepas en conidiacién perfecta (33 y 35).

El Med. Min. fué preparado disolviendo cada uno de los
reactivos (ver tabla 1) y en el orden sefialado, en un volumen
de agua destilada tal, que no rebasase luego la cantidad de
medio deseado. Es decir, si se necesitaban 300 mililitros de
Med. min., basté colocar en un matraz Erlenmeyer de 500 o
1000 ml. de capacidad, solamente 100 ml. de agua destilada,
incorporihdo posteriormente uno a uno los reactivos requeri-
dos. Especificamente, en el medio con 40% de glucosa, ésta
fué agregada (120 g) y disuelta, después de lo cual se deter
mind y ajusté el pH a 6.5, aforando finalmente a 300 ml. con

més agua destilada.

Se colocb el medio en matraces Erlenmeyer cuya capacidad
rebasd ampliamente el volumen del lfiquido, con lo que se favo
recibé la agitacibén y aereacibn, aspectos muy importantes para

la sintesis de glucosa oxidasa (15).

Los medios se esterilizaron en la autoclave a 15 libras
de presién durante 15 minutos (33), junto con frascos con tapa

de rosca de 25 ml. de capacidad aproximadamente, conteniendo
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9 ml. de solucién de Tween '20" (reactivo) al 0.01%, éste es
un detergente que evita la congregacién de las esporas y coni

dios filingicos.

Al salir el material de la autoclave, se dejé enfriar,
en tanto que en una campana de extraccién de aire y cerca de
un mechero de alcohol, se procedié al raspado de las cajas de
Petri con PDA y las cepas A. niger h-178 y A. nidulans (Paba)
bien desarrolladas. El raspado de las cajas fué efectuado
con ayuda de una espitula previamente esterilizada al fuego,
y enfridndola en alcohol o en solucién del mismo Tween. Se
utilizé la mitad de una caja de A. niger h-178 para un frasco
con 9 ml. de Tween; y una caja completa de A. nidulans (Paba),
esto Gltimo debido a que su conidacién aparece siempre menos

densa (comunicacidén personal Dr. A. Paszeuski).

Los frascos pequefios conteniendo ya el inéculo de ambas
cepas (33), fueron mezcladas perfectamente en agitador "Vor-
tex" y vertidas posteriormente a los matraces Erlenmeyer con

los medios de cultivo.

Como ya se explicé en la seccién 6.2.3, los cultivos con
A. nidulans (Paba) requieren la adicién de 1% de 1la solucién
de Acido p-amino-benzoico al 0.001% (ver seccién 6.2.3). Des
pués de ejecutado lo anterior, se colocaron los matraces en
el orbital a 37°C y 300 rpm durante 24 (15) y 48 horas (comu-

nicacidn personal Dr. A. Paszeuski).
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La colecta del micelio se realizb filtréndolo con seda
y lavéndolo perfectamente con agua destilada en un embudo,
hasta eliminar totalmente el medio de cultivo. Se exprimi6
el micélio con toallas de papel absorbente, obteniéndo una
"pastilla' como muestra para el ensayo de actividad de la glu

cosa oxidasa.

6.5 DETERMINACION CUALITATIVA in vitro DE ACTIVIDAD ENZIMA-

TICA DE LA GLUCOSA OXIDASA.

Para la determinacién de actividad enzimitica de la glu-
cosa oxidasa hubo que tomar en cuenta que se trata de una en-
zima intracelular (14) y por tanto, para su extraccidn, el mi
celio debe ser sometido a un método dréstico de ruptura celu-
lar. En la literatura se reportan diversos métodos de extrac
cibén (4,17,18,21), pero todos coinciden en la leSién de la pa
red celular del hongo, liberando asi su contenido citoplésmi-

co.

En este estudio se optd por la maceracidn del micelio,
tal operacién fué realizada colocando de 2 a 5 g (peso hdmedo)
de micelio congelado (-20°C) en un mortero. Posteriormente se
incorpord un poco de vidrio molido, asi como una pequefia canti
dad de nitrégeno liquido (10 ml. aprox.) (dicha combinacidén fa
cilita aﬁn més el dafio celular 4,17,21), después de lo cual se
dejaron transcurrir unos cuantos segundos para que se evapgra-

ra el nitrégeno liquido, golpeando fuertemente el micelio en
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el mortero con el mazo. Esta operacibén se realizé por tripli

cado.

La muestra asi tratada se fesuspendié en una dilucibn
1:5 (1 g. de micelio en 5 ml. de solucién amortiguadora) con
solucién amortiguadora de fosfato-citrato 2.5 X 10°% y a un
pH de 5.6. La resuspensién se conservé en hielo para evitar

accibén de proteasas provenientes de la misma muestra.

Posteriormente se mezclé en el agitador "Vortex", proce-
diendo por Gltimo a su filtracién por presién con equipo Mi-
llipore en membranas con poros de 0.45 um de diémetro, para
eliminar el micelio lesionado y asi obtener el extracto enzi-

mitico en el sobrenadante.

El reactivo empleado para la determinacién de la activi-
dad enzimltica de la glucosa oxidasa fué el 2-6 diclorofenol-
idofenol (2-6 diClp indop), un cromégeno que en condiciones
anaer6bicas substituye al oxigeno en la reaccién que cataliza
la glucosa oxidasa con lo cual sufre extincién en su color ca-

racteristico, virando de azul intenso a incoloro (8,15,21).

Este método fué elegido entre otros reportados (9,10,12,
13,17,21), por el hecho de no interferir en 1la reaccién nor-
mal, la presencia de otras enzimas (i.e. como la catalasa) que
comunmente alteran la reaccibén enzimitica en el extracto de A.

niger h-178 y A. nidulans (Paba) a ensayar.
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Para muestras enzimdticas con un grado de purificacién
mayor es preferible el empleo del ensayo acoplado a Peroxida-

sa, utilizando 0-Dianisidina (10,12,13,21).

La preparacién del 2-6 diClpindop mas el sustrato (gluco
sa) se efectué de la siguiente manera: el crombgeno (2-6
diClfindof) fué disuelto en amortiguador fosfato-citrato 2.5X
10-4M, a pH 5.6 a una concentracién de 5 mM. Esta se diluyb
1:10 con amortiguador, agregando luego glucosa anhidra en ra-
26n de 0.277 M (concentracifén adecuada seg(n el Ky de la glu-

cosa por la enzima) (17,20).

Como la coloracién de la solucién fué ain muy intensa,
se diluybé nuevamente 1:10, resultando asi adecuada para el en

sayo (36).

Como control positivo de actividad enzimltica se empled
una solucién de glucosa oxidasa comercial (/B‘D Glucosa: Oxi-
geno l-Oxido-reductasa: E.C. 1.1.3.4, purificada también a
partir de A. niger, tipo II obtenido de Sigma Chemical Compa-
ny) con 3 mg/ml en amortiguador fosfato-citrato 2.5 X 104M

pH 5.6.

A tubos de ensayo pequefios, se les incorporé 1 ml. de 1la
solucién antes preparada, del 2-6 diClpindof y glucosa, para
adicionarles luego cantidades variables (de 30 a 100 upl) de ca
da uno de los extractos obtenidos, y de la solucidén de glucosa

oxidasa comercial, por separado con ayuda de una micropipeta



37

Gilson pipetman. Se agitaron perfectamente los tubos de en-
sayo y se esperd el tiempo suficiente para que se efectuase

la reaccién colorimétrica (viraje de azul a incoaloro).

6.6 ENSAYO PARA LA DETERMINACION CUALITATIVA in vivo DE LA

GLUCOSA OXIDASA.

Con el objeto de observar la actividad enzimdtica de la
glucosa oxidasa, no de un extracto flngico (método bastante
dristico) sino directamente del micelio del hongo; se 1llevd
a2 cabo el ensayo in vivo para la determinacién cualitativa

de actividad enzim&tica de la glucosa oxidasa (37).

Para ello, primero se preparé Medio minimo bdsico para
Aspergillus spp; pero substituyéhdo la glucoéa (grado reacti-
vo) requerida (5% segﬁn el ensayo expuesto en la seccidn 6.4
y 6.5, para el crecimiento e induccidén enzimitica del hongo)
por el compuesto comercial Amidex "30" (ver mis detalles en

la seccidén 6.4).

Para lograr la equivalencia en concentracién de dextrosﬁ
(glucosa) se le adicioné al Med. min. 15% de Amidex ”30" y
1.5% de Agar-agar. Dicho medio se esterilizé en la autoclave
durante 15 min. a 15 1b. de presién (34), después de lo cual
se dejd enfriar un poco, para afiadir 1% de la solucidn de dei
do para-amino-benzoico 0.00001% (ver la seccién 6.2.3), ver=
tiendo finalmente el medio en cajas de Petri y esperando a

que solidificara el agar.
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Se inocularon A. niger h-178 y A. nidulans (Paba) en
tres puntos por caja para cada una de las cepas (consultar
la seccibn 6.3), y finalmente fueron colocadas en incubacién
a 37°C durante 40 horas aproximadamente, tiempo suficiente

para observar el desarrollo conidial requerido para el ensa-

yo.

A dichas cajas de Petri, se les incorpor6 de 5 a 10 ml
de tolueno, solvente que dafia las paredes celulares del hongo
haciéndolas permeables. Con este fin se probaron diferentes
tiempos de exposicibén, que variaron de 1 a 5 minutos; el dlti

mo de los cuales fue el mds idéneo (37).

Posteriormente se descart6 el tolueno, y se eliminaron
restos del mismo con tres o mis lavados de amortiguador fosfa

4

to-citrato 2.5 X 10 "M, pH 5.6.

Fué¢ indispensable la previa preparacién de una solucién
de 2-6 diClpindof (8,15 y 21) 0.005 M en amortiguador fosfa-

4 M, pH 5.6, diluyéndola posteriormente

to-citrato 2.5 X 10~
con 1:10 de amortiguador; a la cual se le agregb 0.277 M de

glucosa anhidra (consultar la seccibén 6.5). Esta solucién fué
mezclada perfectamente y diluida de nuevo 1:5 en amortiguador,
resultando asi ideal para ser afadida a las cajas de Petri tra

tadas ya con tolueno con las cepas fﬁngicas A. niger h-178 y

5. nidulans (Paba).
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Las cajas de Petri, comn la solucién del cromégeno y la.
glucosa (sustrato para la enzima) se incubaron a 37°C durante

15 min.

Finalmente se elimind el liquido de la caja, procediendo
a su observacibn sobre una l&mpara de luz blanca, evidencian-
.do la reaccibén quimica verificada al combinarse el 2-6 diClp-
indop (8,15,21) la glucosa y la glucosa oxidasa presente en

las células flingicas.

La reaccibn de los sustratos y la enzima (glucosa, 2-6
diClfindofp y la glucosa oxidasa, respectivamente) se logra
cuando se afectan las paredes fﬁngicas con el tratamiento de
tolueno, permitiendo la incorporacibn de la solucidn al cito-

plasma y provocando una reduccién del crombgeno.

6.7 DESARROLLO MICELIAL, EXTRACCION Y DETERMINACION CUANTITA
TIVA DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUCOSA OXIDASA EMPLEANDO ME-

DIO MINIMO CON AMIDEX "30'" AL 15%.

La preparacién del Med. min. con 15% de Amidex "30" se
realizé siguiendo la metodologfa descrita en la seccién 6.5 y
6.6 (substituyendo la glucosa grado reactivo por el compuesto

comercial Amidex "30“ al 15%).

La inoculacién y crecimiento de las cepas A. niger h-178
y A. nidulans (Paba) se efectué de la forma indicada en la

seccidn 6.4.
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Para la obtencién de los extractos, el micelio fué mace-
rado con nitrégeno liquido vy vidrio molidec (4,17,21), resus-
pendido vy mezclado muy bien en amortiguador fosfato-citrato

2.5 X 10 *u (ver Secc. 6.5).

La modificacién incluida consistié solamente en un paso
de centrifugacibén, para eliminar del micelio dafiado, conser-
vando solamente el sobrenadante (liquido enzimdtico). La modi
ficacibn en el uso del equipo Millipore para filtracién, fué
descartado, al resultar mucho mds costoso su empleo. La cen-
trifugacién por su parte, se realizé durante 10 min. a 5000
Tpm Yy a una temperatura minima de 4°C y mixima de 10°C, en la
Centrifuga Sorvall RC5C. Concluida esta operacién, el sobrena
dante fué colectado con una jeringa, para evitar la inclusién
de grandes particulas. El extracto asi obtenido fué conserva
do en hielo hasta practicado el ensayo de actividad enzimiti-

ca.

6.8 ENSAYO CUANTITATIVO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GLUCO-

SA OXIDASA in vitro.

La determinacién cualitativa de actividad enzimética de
la glucosa oxidasa expuesta en la seccién 6.5, no resultd ser
un parémetro bastante confiable, ya que depende de la percep-
cién del investigador. Para evitar tal error 1la deteccién de
la reaccién catalizada por la glucosa oxidasa en presencia de

2-6 diClpindop fué rastreada en el Espectrofotédmetro (6). El-
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utilizado en este caso fué el Perkin-Elmer 559 A UV/VIS Spec-

trophotometer, con graficador acoplado.
El procedimiento realizado fué el siguiente (36):

Se preparé el 2-6 diclorofenocl-indofenol (8,15,21) al
0.005 M en amortiguador fosfato-citrato 2.5 X 10-4M, pH 5.6,
haciendo posteriormente una dilucién 1:10, a la que se le afa
dié 0.277 M de glucosa (18,21), agitando y diluyendo nuevamen
te en amortiguador (dilucién 1:6 o ) hasta que se obtuvo una
absorbancia de 1.3 a 1.5 aproximadamente, en el espectrofoté-

metro (6) a una longitud de onda de 600 nm.

En todos los experimentos cualitativos y cuantitativos
in vitro de actividad de la glucosa oxidasa, se empled como
control positivo de actividad enzimitica una solucibén de glu-
cosa oxidasa "Sigma", con 3 a 5 mg/ml en amortiguador fosfa-

to-citrato 2.5 X 10 M, pH 5.6.

Para el ensayo espectrofotométrico (6), se calibré prime
ro el aparato a cero con solucidén de amortiguador fosfato-ci-

trato 2.5 X 107*

M, pH 5.6, en dos celdas espectrofotométricas
desechables a una longitud de onda de 600 nm. Colocando luego
2 ml. de la solucién del crombgeno (2-6 diClpindof) con el

. sustrato en una celda, con una mi;ropipeta Gilson pipetman;
se tomé lectura de absorvancia inicial, hasta lograda una de
1.4 aproximadamente. Incorporando posteriormente a la misma

celda la cantidad de muestra deseada (de 10 a 200 Pl)'
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Como control positivo se utilizé invariablemente la solu
cién de glucosa oxidasa "Sigma", agregando cantidades varia-
bles de la misma (50-100‘p1 o mis). Hecho lo anterior, se
agité répidamente el contenido de la celda, checando la absor
vancia y marcando el rango en el graficador, que generalmente
fué establecido en 0.5, con una velocidad de 2 cm/min durante

S minutos.

De esta manera fué posible observar el decremento de ab-
sorvancia por minuto ( VABS min-l), dato indispensable para

el cilculo de la actividad especifica de la enzima (38).

Otro pardmetro importante para esta determinacidén fué la
concentracidén de proteinas en la muestra analizada. Dicha can
tidad fué obtenida por el método de Bradford (39), que se re-

sume a continuacién:

1° Se elabor6 una curva de concentracién de proteinas
combinando 2 ml de reactivo de Bradford (39), en tu-
bos de ensayo con 10,20 y 30 pl de solucién de albi-
mina de suero bovino (B.S.A.) 1 mg/ml; se agitan los
3 tubos y se dejan reposar durante 15 a 30 minutos

aproximadamente (por duplicado).

2° Se agregaron 2 ml. de reactivo de Bradford (39) a
cuantos tubos de ensayo se requieran de acuerdo al
nimero de muestras, y se afiadié poco a poco los mi-

crolitros deseados (con una micropipeta Gilson pipet
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man), tratando de imitar el coler de los tubos de la

curva, preparados en el paso anterior.

$° Se leyb en el espectrofotémetro {(6) ULTROSPEC II LKB
BIOCROM, SPECTROPHOTOMETER UV/VISIBLE 4050 a 695 nm
(39) en celdas de cuarzo, el contenido de cada uno

de los tubos de ensayo.

4° Se determind en base a la curva de concentracibn, en
- k]
papel milimétrico o por cllculo de regresidén lineal
la cantidad de proteinas en miligramos por mililitro

de cada unc de los extractos.

Finalmente, el cdlculo de la actividad especifica (Q) de
la glucosa oxidasa de cada muestra, se obtuvo considerando el
decremento de absorvancia por minuto por miligramo de protei-

1

na (VABS min" mg™!) (11,38).

La férmula para calcular la actividad especifica de la
glucosa oXidasa, se despejd a partir del planteamiento A=EbC
(38), donde A es igual al decrementc de absorvancia por minu-
to, E es el coeficiente de extincién Molar del 2-6 diClpindop
(40), b se refiere al ancho de la celda y C es igual a la con

centracidén de proteinas en miligramos.

De esta manera, substituyendo los parimetros con los da-
tos obtenidos, resulté simple la determinacidén de Q de las di

ferentes muestras.
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6.9 COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS CEPAS

A. niger h-178, A. niger h-175 y A. nidulans (Paba).

Las cepas fﬁngicaé empleadas en el presente trabajo fue-
ron: A. niger h-178, A. niger h-175 y A. nidulans [Pabé) (ver
la seccibn 6.1 de Materiales y Métodos). Las dos primeras se
reportan como productoras de enzimas sacarofilicas y glucosa
oxidasa, respectivamente (35}; sin embargo, la cepa sonetida
inicialmente al ensayo cuantitativo de actividad especifica
de la glucosa oxidasa fué A. niger h-178 por la facilidad de
haberla tenido a disposicién en el laboratorio. La segunda
utilizada fué A. niger h-175, comprobando satisfactoriamente
su actividad enzimitica, siendo tratada en condiciones idénti
cas a A. niger h-178 y A. nidulans (Paba). A. nidulans (Pébé)
por su parte, siempre representé el patrén o control negativo

de actividad enzimética.

La metodologfa seguida para la comparacién de la activi-
dad especifica de la glucosa oxidasa de las cepas A, niger
h-178, A. niger h-175 y A. nidulans (Paba), fud igual a la
explicada a detalle anteriormente en las secciones 6.6, y 6.7
de Materiales y Métodos, empleando para el cultivo del hongo

el Medio minimo para Aspergillus spp. con 15% de Amidex '30".

La inoculacién se hizo en igual forma a la indicada en
la seccibén 6.4, incubando tanto a 24 como a 48 horas, para

constatar a qué tiempo era mayor la sintesis enzimética; en
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razén de que Barker y Shirley (15) reportan tiempos cortos de

incubacién.

En todos y cada uno de los ensayos se empleé como con-

trol positivo de actividad enzimitica la mostrada por la glu-

cosa oxidasa "Sigma" como control negativo los extractos de
Yy

A. nidulans (Pabé).

6.10 ENSAYO GLOBAL DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GLUCOSA OXI

DASA in vitro EMPLEANDO DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO.

6.10.1

Medios de cultivo. Para el ensayo global de ac-
tividad enzimltica especifica de la glucosa oxi
dasa se probaron cada uno de los medios de cul-

tivo que aparecen en la Tabla 4.

La forma de preparar los medios fué tal y como
se sefiala en la seccibn 6.4 para la elaboracién
del Med. min., considerando las especificacio-
nes indicadas en la Tabla 4 con 1 v 10% de glu-

cosa anhidra.

En el caso de la preparacién del Medio rico pa-
ra Aspergillus spp. la adicién a la férmula del
Med. min. de 6 g/1 de extracto de levadura y

20 m1/1 de solucién de aminodcidos (fenilalani-
na, prolina y metionina al 1% en agua destilada

y filtrada con equipo Millipore) fué indispensa
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MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS PARA LA PRODUCCION DE

LA GLUCOSA-OXIDASA.

Medio de Cul- Fuente de carbono (%)
No. tivo. Glucosa Amidex "30"
1 Med.min.bédsico 1 - - -
2 " " " ) 10 - - =
3 Med.rico bésico 1 .. -
4 " " 1" ‘ lO - - _
.5 Med.min. bésico - - - 15
6 " " " - . 33
7 Med. Zetelaki - - - - . -

Medios de cultivo ensayados para la induccién de

la sintesis de glucosa oxidasa, por parte de A. ni
ger h-175 y A. nidulans (paba), desarrollados a

un pH de 6.5, a 37°C y 300 rpm durante 24 y 48 h.
Las abreviaturas representan: No.: nimero del medio;
Med. min. bésico: Medio minimo bésico para Aspergi-
llus spp.; Med. rico bésico: Medio rico para Asper
gillus spp, Med. Zetelaki: Medio reportado por Zete
laki (15). Las columnas de fuente de carbono indi-
can las concentraciones de Glucosa anhidra y Amidex
"30" presente en los medios de cultivo en porcenta-
je. Lla linea punteada evidencfa ausencia de 1la sué

tancia.
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ble (ver secciones 6.2.5 y 6.4).

El Med. min. con diferentes concentraciones de
Amidex "30'", implicé.solo el gran cuidado en

la disolucién del compuesto comercial; en tan-
to que el Zetelaki (15) precisé tan solo de la
mezcla de cada uno de los reactivos que lo cons

tituyen (revisar seccibn 6.2.6).

Para todos los medios de cultivo antes sefiala-
dos, el pH fué ajustado a 6.5, se esterilizaron
normalmente (15 min. a 15 1b. de presién); lue-
go de salir de la autoclave se dejaron enfriar
para afiadir la solucién de Paba a los medios mi
nimos que llevaron A. nidulans (Paba), asi como
la solucién de aminoécidos a los medios ricos.
Se colocaron 300 ml de medio en matraces Erlen-
meyer de un litro de capacidad. Su inoculacién
se realizé de la misma manera explicada en la

Seccibn 6.4

La incubacién fué a 37°C y 300 rpm durante 24 y
48 horas, empleando las cepas A. niger h-175 y

A. nidulans (Paba).

Determinacibén del Peso Seco. La colecta mice-
lial fué realizada en la forma habitual (ver sec

cién 6.4), s6lo que esta vez se tomaron por sepa
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rado muestras de 20 ml (por duplicado) del medio
con micelio, una vez retirado de la incubacién.

El micelio se obtuvo filtr4dndolo con tela de se-
da; vy una vez lavado con agua destilada, se pro-
cedié a secarlo, presionéndolo en papel absorben

te.

Las pastillas (micelio compactado) colectadas
fueron pesadas en una pequefia charola de alumi-
nio, exponiéndolas a una temperatura de 60°C en
una incubadora, durante las horas requeridas pa-
ra detectar, luego de la eliminacién de agua de
la muestra (por evaporacién), su peso contante.
Este dato nos permitié obtener el peso seco del
micelio cosechado, por volumen de medio de culti

Vo.

6.10.3 Determinacibén de Azficares reductores en los dife
rentes medios de cultivo, y en sus filtrados pos
teriores al desarrollo fﬁngico. Considerando
que el A. niger h-175, requiere para su creci-
miento e induccidén de la sintesis enzimitica (12,
15,18,20) cantidades relevantes de glucosa, fué
practicando el anélisis de los azﬁcares reducto-
res presentes en los diferentes medios de cultivo
preparados, para detectar variaciones en el consu

mo o produccidén de azlcares.
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Para la determinacidén de azficares reductores, se tomaron

muestras iniciales del medio de cultivo sin inbculo, tanto co

mo alicuotas {muestras) del filtrado obtenido en los matraces

de 24 y 48 horas de incubacidn.

La determinacién de azlGcares reductores se efectub con

el ensayo que emplea Acido Dinitrosalicilico (Método DNS)

(41), cuyo proceso se especifica a continuacién:

Preparacidén del reactivo DNS, de acuerdo a la refe-
rencia 41, constituido a base de Hidrbxido de sodio,
Acido Dinitrosalicilico, Tartrato de sodio y pota-

sio, Fenol y Metabisulfito de sodio.
Preparacién de una solucidén de glucosa 1 mg/ml.

Curva de concentracién para la determinacién de la
cantidad de azﬁcares reductores. Para ello, se colg
caron once tubos de ensayo (por duplicado), marcados
del cero al diez en una gradilla, con volﬁmenes cre-
cientes de la solucién de glucosa, incrementando el
volumen de 100 en 100 pl; a excepcién del tubo de en-

sayo cero, que no debe contener glucosa.

Todos los tubos se aforaron a 1.5 ml con agua destila
da, afiadiéndoles luego 3 ml. del reactivo DNS (41) a
cada uno, mezclando perfectamente en agitador Vortex.

Los tubos después fueron sometidos a bafio maria a
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100°C, durante 5 min., posteriormente fueron afora-
dos a 20 ml. con agua destilada. Una vez agitados
en Vortex, el contenido de los tubos fué,vertido a

celdas espectrofotométricas.

4. Calibracibén del Espectrofotémetro. EI espectrofotd-
metro marca ULTROSPEC IT LKB BIOCROM, ESPECTROPHOTO-
METER UV/VISIBLE 4050 se calibré con el contenido
del tubo cero, que no contenia glucosa, a una longi-

tud de onda de 550 nm (41).

5. Grafica de concentracién. La gréfica de concentra-
cidén se realizé en papel milimétrico, indicando den-
sidad éptica contra concentracién de azficar para ca-
da una de las muestras (o en calculadora por regre-

sién lineal).

Para la determinacién de Azﬁcares Reductores (41) en las
diferentes muestras obtenidas del medio de cultivo, éstas se
trataron en forma similar a 1la indicada en el paso 3. Asi,
primero se marcaron los tubos, incorporando X cantidad de
muestra* (10,100 o més microlitros), aforando con agua desti-
lada a 1.5 ml, finalmente se les agregé 3 ml de reactivo DNS

" (41) a cada tubo, agitando muy bien en el "Vortex".
Posteriormente todos los tubos fueron colocados a bafio

_*Para facilitar y determinar con precisidn las lecturas, en
algunas ocasiones. se diluyeron las muestras.
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marfa a 100°C durante 5 minutos, llevando el volumen a 20 ml.

con agua destilada, agitando vigorosamente.

Consecutivamente se procedidé a la lectura espectrofotomé
trica de las distintas muestras, en igual forma a la sefialada

en los pasos 4 y 5, anteriormente expuestos.

El cllculo de la cantidad de azicares reductores en mili
gramos por mililitros de muestra, para cada una de las ensaya
das, se basé finicamente en la curva de concentracién realizada

en el paso 3 (41}.

6.10.4 Determinacién cuantitativa in vitro de ia activi
dad enzimftica especifica de la glucosa oxidasa.
La determinacién cuantitativa in vitro implicé
por supuesto, todo lo expuesto con anterioridad,

en las secciones relacionadas con el punto 6.8.

El método de cultivo y extraccién de la muestra enziméti
ca en cada uno de los micelios colectados (de los diferentes
medios de cultivo empleados, ver Secc. 6.10.1), se practicé
normalmente (consultar las Secc. 6.10.1, 6.4, 6.5 y 6.6), ias
alicuotas (muestras) finales fueron objeto del ensayo de acti
vidad especifica de la glucosa oxidasa con el 2-6 diClpindop
(8,15,21) con el método cinético en el espectrofotémetro (6)

(Ver.seccién 6.8).

Resulta imprescindible recordar también que el cidlculo de
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la cantidad de proteinas en mg/ml de la muestra (por el méto-
do de Bradford (39), ver la seccién 6.8) fué fundamental para
la determinacién de la actividad especifica enzimitica de la

glucosa oxidasa (11,38) de cada uno de los extractos fdngi-

COos.
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METODOS ESTADISTICOS PARA EL ANALISIS DE LOS RESULTADOS.
Los métodos estadisticos empleados fueron:

El Andlisis de Varianza Mﬁltiple (ANOVA) para cubrir en
un espacio méximo las pruebas de las mediciones de los
fenémenos estudiados, de acuerdo al disefio experimental

de dos criterios de clasificacidn.

Este modelo analiza la Variacién total de una respuesta
descomponiéndola en porciones independientes y signifi-
cativas; teniendo como objetivo la identificacién de va
riables independientes importantes en un experimento, y
determinar cémo actdan entre sf y afectan a la respues-

ta.

El t de student, modelo probabilistico empleado comun- -
mente en el trabajo inferencial, al comparar la signifi
cancia probabilistica de dos medias aritméticas. Si la
probabilidad (p) obtenida por este método (también para
ANOVA) es menor de 0.5 se evidencia la diferencia signi
ficativa entre ambos datos; en tanto que si el valor de
p es mayor de 0.5, se denota que no hay diferencia sig-

nificativa entre las medias.

Ambos estudios estadisticos se efectuaron en el Area de

informética de 1a Facultad de Ciencias.
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7.1 COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA ESPECIFICA DE
LA GLUCOSA OXIDASA DE LOS EXTRACTOS DE A. niger h-178,
A. niger h-175, A. nidulans (Paba) Y LA GLUCOSA OXIDA

SA COMERCIAL "SIGMA".

La determinacién de la actividad enzimética especifica
de la glucosa oxidasa descrita en Materiales y Métodos, pre
cisb de una serie de ensayos previos, que incluyeron a gran

des rasgos:

7.1.1 Determinacién cualitativa in vitro de la activi-
dad enzimética de la glucosa oxidasa. El desa-
rrollo del ensayo para determinacién cualitativa
in vitro de la actividad enzimitica de la gluco-
sa oxidasa, permitib la obtencibén de los extrac-
tos enzimiticos provenientes del micelio cultiva
do en el Medio minimo b&sico para Aspergillus
spp., cuya variable especifica fué la concentra-

cibén de glucosa.

Al propio Medio minimo (Dr. A. Paszeuski, comuni
cacidn personal) se le modificé en nuestro labo-
ratorio, la concentracién de glucosa en un rango
de 1, 5, 10, 20 y 40% (glucosa anhidra grado

reactivo).

Los resultados de la determinacién cualitativa

in vitro mostraron que los extractos de los mice
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lios de A. niger h-178 en los medios de cultivo
con una concentracién de glucosa (grado reactivo)
de 5% en adelante, présentaron actividad de la
glucosa oxidasa, reduciendo el 2-6 diClpindof,
que viré en coloracibén de azul intenso a morado-

lila-rosa-transparente.

La muestra que se utilizd como control positivo
de actividad enzimética, es decir, 1la solucién
de glucosa oxidasa comercial "Sigma", también
transformé el cromdgeno (2-6 diCl@indof) hacién-
dolo cambiar de azul intenso a gris y transparen

te.

Por su parte los extractos de A. nidulans (Paba)
desarrollados en las mismas condiciones, y ensa-
yados de igual forma, no transformaron el cromé-
geno debido a la ausencia de glucosa oxidasa en

las muestras.

En virtud de que quedé demostrada la importancia
de la presencia de glucosa (grado reactivo) en
altas concentraciones (5% o més) en el medio de
cultivo, para inducir la sintesis de glucosa oxi
dasa; este requerimiento fué substituido experi-
mentalmente por el compuesto comercial Amidex
"30'" al 15% igualando 1la concentracién de equiva

lentes de dextrosa libre indispensables.
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7.1.2 Determinacién cualitativa in vivo de la glucosa
oxidasa. Habiendo determinado cualitativamente
por el método in vitro (ruptura dréstica del mice
lio para la liberacién de la enzima) la actividad
enzimética de la glucosa oxidasa, se consideré im
portante la comprobacién de la efectividad del en

sayo de deteccidn enzimdtica (con el 2-6 diClpindof)

Para ésto se realizbé la determinacién cualitativa
in vivo de la actividad de la glucosa oxidasa,
probando las cepas flangicas A. niger h-178 (prime-
ra cepa a disposicidn) y A. nidulans (Paba), culti
vadas en Med. min., pero substituyendo la glucosa
requerida por 15% de Amidex '"30" y agar-agar en ca

jas de Petri.

La observacidén de las cajas de Petri (una vez prac
ticado el ensayo) en donde fueron cultivadas las

cepas A. niger h-178 y A. nidulans (Paba), examina
das en la lémpara de luz blanca revelaron invaria-
blemente la presencia de un halo rosado alrededor

del micelio desarrollado en Aspergillus niger

h-178; que no fué evidenciado en las zonas aleda-

flas al micelio de A. nidulans (Paba).

La determinacién cuantitativa in vitro de la actividad
enzimética de la glucosa oxidasa detectada en los diferentes

extractos enziméticos (de las cepas A. niger h-178, A. niger



h-175, y A. nidulans (Paba), cultivadas en Med. min. con
15% de Amidex "30" a pH 6.5, durante 24 y 48 hrs. a 37°C),
por el método espectrofotométrico del 2-6 diCl@indofl; arro-
jé los datos de decremento de absorbancia por minuto, que
junto con las cifras de la cantidad de proteinas en miligra
mos (por Bradford) de las muestras ensayadas, nos permitie-
ron la obtencién de la actividad enzimitica especifica de
la glucosa oxidasa, en micromoles de sustrato transformados
por minuto, por miligramo de protefna: umol min"! mg'l, pa-

rémetro confiable para la comparacibén de la efectividad de

la sintesis de la glucosa oxidasa por las cepas fungicas.

Los resultados de la actividad enzimitica especifica

de la glucosa oxidasa se muestran en la Tabla 5.

Al aplicar el método estadistico de Anélisis de Varian
za mﬁltiple a los datos de la tabla S, comparando los valo-
res de cada ensayo de una muestra, el célculo reveld una
p=0.35910, indicadora de la semejanza entre los tres ensa-
yos (Tabla 5). Sin embargo, la comparacién entre las mues-
tras reveld una p<:10-6,denotando que s{ hay una diferencia
significativa entre ellas, correspondientes a las distintas
muestras ensayadas: glucosa oxidasa "Sigma", A. niger h-178
A. niger h-175 y A. nidulans (Paba), considerando para las
tres Gltimas, alfcuotas de 24 y 48 horas de incubacién en

el Med. min. con 15% Amidex "30".

Al desarrollar el modelo t de student, comparativo pa-
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ra cada posible combinacién de muestras, se obtuvieron wvalo-
Tres de p que corroboraron diferencias significativas. entre

cada una de las muestras.

En relacién a2 la Tabla 5, las distinciones consideradas
en funcién del porcentaje alcanzado, se muestran en la Tabla
6; tomando en cuenta invariablemente el valor de Q abtenido
por la glucosa axidasa "Sigma', como el 100% de la actividad
enzimética especifica de la glucosa oxidasa (por ser una en-

zima quimicamente pura).



TABLA 5. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA GLUCOSA OXIDASA (Q) DE LOS EXTRACTOS FUNGICOS

ENSAYADOS.
. . . oo =1 -1
Designacién Tiempo de Q _ (pmol min mg ")
de la muestra. cultivo h. 10 20 30 X
E < .- 0.05 .08 0.07 0.066 ® 0.015
A. niger h-178 24 0.08 .09 0.12 0.096 * 0.02
L S N 24 3.75 .85 4.03 3.87 0.14
+
" " h-178 48 0.04 .06 0.07 0.06 S 0.012
v po17s 48 0.14 .08 0.09 0.1 *0.032
A. nidulans .
(Fabay 24 0.001 .001 0.002 0.0015 < 0.0005
" " 48 0.001 .0009 0.001 0.0009 ¥ 0.000005
.3591

Tabla que incluye los datos de la actividad enzimitica especifica de la glucosa

oxidasa en umol de sustrato transformados/min/mg de proteina, obtenida por el

método espectrofotométrico a 600 nm. de longitud de onda, a temperatura ambiente,

P10

09




Continuacién de la Tabla No. §.

con el 2-6 diClﬂindoﬂ, realizado por triplicado. Los extractos ensayados fueron
A. niger h-178, A, niger h-175 y A. nidulans (Paba), cultivadas tanto durante 24
como 48 horas a 37°C y 300 rpm en Med. min. con 15% de Amidex "30" a pH 6.5. El
testigo positivo fué la solucién de glucosa oxidasa “Sigma" (EZ) y el negativo,
los extractos de A. nidulans (Paba); se representa ademés la Q (promedio) mostra

da, la desviacién standar , tanto como la p registrada por el ANOVA.

19
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA GLUCOSA OXIDASA OBTE-
NIDA POR LAS MUESTRAS: A. niger h-175, A. niger
h-178, A. nidulans (Paba) Y LA GLUCOSA OXIDASA

"SIGMA™.
MUESTRA INCUBACION PORCENTAJE
h (%)
A. niger h-175 24 439.39
A. niger h-175 48 151.51
A. niger h-178 24 145.45
Sol. GO "Sigma" --- 100
A. niger h-178 48 50.9
A. nidulans (Paba) 24 2.27
A. nidulans (Paba) 48 1.39

Se comparan los valores de Q (en porcentaje) mos
trados por las diferentes alitubtas sometidas al
ensayo enzimitico para la obtencibén de Q, toman-
do como el 100% de la actividad especifica, la Q

de la glucosa oxidasa '"Sigma".



63

7.2 RENDIMIENTO MICELIAL OBTENIDO DE LOS DIFERENTES MEDIOS
DE CULTIVO EMPLEADOS (PESO SECQ), PARA LA PRODUCCION

DE LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA.

Las distintas muestras miceliales cosechadas de los di
versos medios de cultivo ensayados, aparecen representados
en la Tabla 7, en funcibn del peso seco obtenido por cada

150 ml. de medio de cultivo.

Se comparan Gnicamente los micelios de las cepas A. ni-
ger h-175 y A. nidulans (Paba) (control negativo), descar-
tando a A. niger h-178, en virtud de que adn habiendo mos-
trado un valor de Q considerable (en relacidn a la Q de la
glucosa oxidasa '"'Sigma", fué claramente superado por 1los ex

tractos de A. niger h-17S.

Para 1la interpretacién del ANOVA realizado, se estable

cieron las siguientes Hipétesis nulas (Ho):

1) Ho: No hay diferencia significativa entre los siete

medios de cultivo.

2) Ho: No hay diferencia significativa entre las dife-

rentes muestras por tiempo.

3) Ho: No hay interaccién entre los medios cultivo y

las muestras por tiempo.

En virtud de que 1la probabilidad asociada en cada uno

de los casos es menor de 0.001 (ver Tabla 7), se descartan



TABLA 7. CANTIDAD DE

MICELIO OBTENIDO EN LOS DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS.

PESO0 STECTO NI CELTAL (8)
MEDIO DE A. niger h-175 A. nidulans (Paba)
CULTIVO 2% h 48 h 247h T 48 h

Med. min. 0.075 T 0.003 ©0.26 * 0.03  0.09 © 0.009 0.3 * 0.02

™" com 10% Glu 0.9 T 0.107 1.53 ¥ o0.06 0.8 *o0.15 1.3 Io.11

Med. rico 1,05 To0.23 2 Y. 0.78 © 0.008 0.9 I 0.006

Med. rico con 10% Glu 1.08 ¥ 0.16 2.5 Y o0.05 0.08 © 0.003 1.23 ¥ 0.02

Med.min.con 15% Amx 0.7 I o0.22 1.27 T 0.025 0.4 T 0.07 0.7 * 9.12

Moo 335 Amx 0.8 T o.o08 2.05 ¥ 0,06 0.5 % 0.03 1.02 T 0.03

Zetelaki 1.27 ¥ 0.09 2.9 T 0.07 0.9 ¥ 0.08 2.01 ¥ 0.06

Tabla en la que se muestra el

(Paba), producido en cada uno

peso seco del micelio de A. niger h-175 y

de los siete medios de cultivo ensayados.

A. nidulans

El rendi-

miento micelial (peso seco), es expresado en gramos de micelio obtenidos por cada

150 ml. de medio de cultivo.

Las abreviaturas de los medios corresponden al: Medio

minimo bésico para Aspergillus spp: (Med. win.), Medio minimo para Aspergillus spp.

adicionado con 10% de glucosa: (Med. min. con 10% Glu), Medio rico para AEEEIgi]]us

spp. (Med. rico); Medio rico para Aspergillus spp con 10% de glucosa:

(Med. ri

co

p = 0.000001

9



con 10% Glu); Med. min. con 15% de Amidex "30": (Med. min. con 15% Amx), Med. min.

con 33% de Amidex “30™: (Med. min. con 33% Amx), y el Medio Zetelaki. Las cepas

faingicas desarrolladas fueron: Aspergillus niger h-175 y A. nidulans (Paba), incu-

badas durante 24 y 48 horas a 37°C y 300 rpm para cada una de ellas. Las cifras

representan el promedio de tres ensayos efectuados, con sus respectivas desviacio-

nes standar. El ANOVA determiné la p que aquf se sefiala.

$9
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las Hip6tesis nulas, acepténdose por tanto las Hipbtesis al

ternativas (Hl) que a continuacibn se expresan:

- Por el medio de cultiva; existe diferencia altamente sig-
nificativa, concluyendo que los medios de cultivo producen

mediciones diferentes.

- Por peso seco, existen diferencias altamente significati-
vas, por lo cual los valores de peso seco hacen diferencias

entre las mediciones.

- La interaccién entre medio de cultivo y peso seco, produ-
cen diferencias altamente significativas sobre las medicio-
nes, determinando que se trata de un sistema altamente sen-
sible a las variaciones entre factores intervinientes, inde

pendientemente de la accién del azar.

7.3 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES DE LOS MEDIOS DE
CULTIVO EMPLEADOS PARA LA PRODUCCION DE LA GLUCOSA 0XI

DASA.

Para ello se analizdé tanto la concentracidén de azdca-
res reductores de los siete medios de cultivo ensayados an-
tes de ser inoculados (con las cepas A. niger h-175 y A. ni
dulans (Paba); asi como los filtrados obtenidos después de
24 y 48 hrs. de incubacién de cada uno de los hongos. Los

resultados de este experimento aparecen en la Tabla 8.

Al realizar la determinacidén estadistica del ANOVA en



TABLA 8.

RENTES MEDIOS DE CULTIVO EXPERIMENTADOS.

CUADRO COMPARATIVO DE LA CONCENTRACION DE AZUCARES REDUCTORES DE LOS DIFE-

MEDIO DE
CULTIVO

Med.min.

Med.min.
con 10% Glu
Med. rico
Med. rico
con 10% Glu
Med. min.

con 15% Amx

Med. min.
con 33% Amx

Zetelaki

MEDIO SIN
INOCULO
11.5 ¥ 0.650
98.2 ¥ 1.4
8.6 * 1,37
107.6 % 5.4
61.5 T 2.08
191 ! o2.31
1.5 £ 0.15

A. niger

24 hr.
8.3 ¥ 0.31
61.4 ¥ 1.6
6.2 T 0.37
92.0 ¥ 1.87
68.6 % 1.00
180.4 < 0.9
4978 ¥ 1.10

CONCENTRACION
FILT
h-175
48 hr.,
6.4 ¥ 0.45
.
59.0 7 0.32
4.7 ¥ 0.45
54.8 % 0.87
43.3 ¥ 3.1
151.2 ¥ 2.07
*
21.4 T 1.7

nidulans (Paba)

DE GLUCOSA mg/ml
R ADO
A,
24 hr.
7.1 Y 0.25
81.0 T 1.35
6.5 £ 0.52
86.1 * 1.48
o
83.4 X 1.5
188.2 1.1
*
44.5 T 2.4

48 hr.
5.8 ¥ 0,55
77.0 £ 1.2

6.2 ¢ 0.4
76.1 % 4.9

* +
87.2 % 2.6
166.2 + 6.1
38.9 © 1.7

0.000001

p:

La relacién de los

que se expresa en la Tabla 7.

diferentes medios de cultivo que figuran en el

cuadro es la misma

La concentracién de azficares reductores esti represen

tada en miligramos de glucosa por mililitro de muestra (mg/ml).

El medio sin inbcu-

lo hace referencia al anfilisis inicial del medio de cultivo, antes de ser inoculado




con el hongo, y que se tomb como control positivo. Los filtrados corresponden al
1iquido descartado una vez que el micelio fué cosechado de los medios de cultivo
correspondientes a ambas cepas (A. niger h-175 y A. nidulans (Paba), incubadas a
diferentes tiempos (24 y 48 h) y por triplicado. Los asteriscos indican los datos
mis relevantes en contraposicién al patrén de disminucién de azﬁcares reductores
mostrados por el resto de los medios de cultivo ensayados; se incluye ademés la p

determinada por el ANOVA,

89
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computadora, de los valores de la concentracién de glucosa
para las diferentes muestras, las Ho planteadas inicialmen-

te fueron:

1) Ho: No hay diferencias significativas entre los sie

te medios de cultivo.

2) Ho: No hay diferencias significativas entre las

muestras por tiempo.

3) Ho: No hay interaccidn entre medios de cultivo y

muestras por tiempo.

La descripcién de las Hip6tesis alternativas, al des-

cartarse las Ho (Tabla 8) se expresan a continuacidn:

- Por el medio de cultivo, existe diferencia altamente sig-
nificativa; en conclusidén, se denota que los medios de cul-

tivo producen mediciones diferentes.

- Por la concentracién de glucosa, existe diferencia alta-
mente significativa, evidenciéndose que las concentraciones

de glucosa hacen diferencias entre las mediciones.

- La interaccién entre los medios de cultivo y 1la concentra
cién de glucosa, producen diferencias altamente significati,
vas sobre las mediciones, concluyendo que se trata de un

sistema altamente sensible a las variaciones entre factores

intervinientes, independientemente de la accidn del azar.

La interpretacifn de la Tabla 8, nos evidencia la utili
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zacién de la glucosa en el desarrollo fangico, variando un
poco entre los diversos medios de cultivo empleados (datos
sefialados en la Tabla 9). El control positivo del experi-
mento fué la concentracién de glucosa (determinada por el
ensayo DNS en mg/ml) inicial en los diferentes medios de

cultivo antes de ser inoculados, estableciéndose por tanto

en ellos el porcentaje comparativo (100%) del experimento.

7.4 DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA
GLUCOSA OXIDASA DE LAS CEPAS A. niger h-175 y A. nidu-
lans (Paba) COMPARADAS CONTRA LA GLUCOSA OXIDASA "SIG-
MA', EMPLEANDO DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO PARA LA

PRODUCCION ENZIMATICA.

La determinacién de la actividad enzimftica especifica
de la glucosa oxidasa como parémetro fundamental en la se-
leccibén del medio de cultivo mds apropiado para la sintesis
de la enzima que nos ocupa (glucbsa oxidasa), fué realmente

el punto crucial en nuestro estudio.

Comparativamente se ensayaron siete medios de cultivo
diferentes, desde los 6ptimos para el crecimiento selectivo
de Aspergillus (Medio minimo y Medio rico), el reportado
por Zetelaki, y por supuesto el més desarrdllado en el pre-
sente trabajo, basado en la composicién del Med. min., pero
substituyendo la fuente de carbono original (1% de glucosa)
por el Amidex "30" en concentracidén de 15y 33%, ademés de

las variantes en las concentraciones de glucosa de los me-
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TABLA 9. VARIACION EN LA CONCENTRACION DE AZUCARES REDUCTO
RES DETERMINADOS DURANTE EL DESARROLLO DE LAS CE-
PAS A. niger h-175 y A. nidulans (Paba) EN LOS ME
DIOS DE CULTIVO ENSAYADOS.

VARTACION EN LA BLUCGSAY(%)

MEDIO DE CULTIVO MUESTRA to 24 h 48 h
Med. min. A. niger h-175 100 72.17 55.65
A. nidulans (Paba) " 61.73 50.43
Med. min. con A. niger h-175 " 62.52 60.08
10% Glu p
A. nidulans (Paba) " 82.48 78.41
Med. rico A. niger h-175 Y 72.09 54.65
A. nidulans (Paba) " 72.58 72.09
Med. rico con A. niger h-175 " 85.50 50.92
10% Glu - .
A. nidulans (Paba) " 80.01 70.72
Med. min. con A. niger h-175 ' 111.54 70.4
15% Amx —
A. nidulans (Paba) " 1§5.6 141°.78
Med. min. con A. niger h-175 " 94.45 79.16
33% Amx -
o A. nidulans (Paba) " 98.53 87.01
Zetelaki A. niger h-175 "3 320.00 1 426.6
A. nidulans (Paba) " 2 966.00 2 593.3

Cuadro que sefiala las fluctuaciones (en porcentaje) de la

concentracién de azficares reductores (Glucosa) determinados
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por el ensayo DNS a las muestras de los medios de cultivo
iniciales (to), tanto como a les filtrados, luego del cre-
cimiento flingico de las cepas A. niger h-175 y {\_ nidulans
(Paba), durante 24 y 48 horas de incubacién a 37°C y 300

Tpm.
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dios, experimentadas en virtud de la relevancia de la glu--
cosa como inductora del crecimiento y sintesis de la enzima

glucosa oxidasa.

Al igual que en los experimentos anteriores, las cepas .
fGngicas utilizadas para®la produccién de la glucosa oxida-
sa fueron A. niger h-175 y A. nidulans (Paba), esta filtima
empleada ﬁnicamente como control negativo de actividad enzi
mética. Ambas fueron cultivadas a 37°C y 300 rpm durante

24 y 48 horas.

Los extractos obtenidos y ensayados posteriormente por
el método espectrofotométrico con el 2-6 diCl@indof, dieron
los valores promedio de actividad enzimética especifica de
la glucosa oxidasa (en micromoles de sustrato transformados
por minuto por miligramo de proteina) que se exponen en 1la

Tabla 10.

Del ANOVA practicado a los datos, las Hipétesis nulas

formuladas inicialmente fueron:

1) Ho: No hay diferencias significativas entre los. sie

te diferentes medios de cultivo.

2) Ho: No hay diferencias significativas entre las

muestras por tiempo.

- 3) Ho: No hay interrelacibn entre los medios de culti-

-vo y las muestras por tiempo.



TABLA 10.

CUADRO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD ENZTMATICA LESPECIFICA DE LA GLUCOSA

OXIDASA DE A. niger h-175 y A, nidulans (Paba) DESARROLLADOS EN DIFEREN

TES MEDIOS.
MUESTRA MEDIO DE INCB. Q pmol min ‘mg™! INGB.  Q umol min ‘mg™!
ENSAYADA CULTIVO h (PROMEDI0) h (PROMEDIO) S
B . 7 x107% % o0.01 .-
A. niger h-175  Med. min. 24 1.2 X 1072 * 0,002 48 s x 1072 % 0.002
A, nidulans -3 4 -3 4
(Paba) " g 1% 107 ¥ 0.0003 " 2 x107% * 0.001
A. niger h-175 Med.min. 2+ -7+
= con 10% Glu .6 X 1072 T 0,003 mo0.7 X102 Y o.01
A. nidulans 4+ -3 4
(PabE) L " 7 x10°% % 0.0001 " 5 x 1072 ¥ 0.0009
A. niger h-175  Med. rico " .3 X 1072 ¥ 0.0002 wo0.6 X 1072 ¥ 0.002
A, nidulans -q o+ -3+
TPabay T " g x 107% * 0.0001 " 3x 107 % 0.001
A. niger h-175§ Med. rico -2 4 24
— con 10% Glu 35X 1072 * 0.0003, " 4 X 10 0.007
A. nidulans 3 -4 +
(Paba) " " 1 x 1073 % 0.0006 " 8 X 10 0.0001
A, niger h-175 Med. min. N -2 4
=R con 15% Amx " .85 Y o.4 " 3 X 1072 ¥ q.007

YL



Continuacién de la Tabla No. 10.

MUESTRA MEDIO DE INCB. Q pmol min’lmg'1 INCB. Q pmol min“lmg
ENSAYADA CULTIVO h (PROMEDIO) § h (PROMEDIO) S
A. nidulans
~ '(Paba) Med. min. 34 3 .
con 15% Amx 24 1.5 1077 = 0.0005 48 3 X 10~ - 0.001
A. niger h-175% Med. min. + 1+
- T con 33% Amx " 1.37 < 0.08 " 7,09%X10°" = 0.009
A. nidulans I N
(Pabay " " 3 1077 - 0.001 "2 X107 < 0.001
A. niger h-175 Zetelaki t 6 1072 * 9,015 "o2.6X 1072 ¥ 0.002
A. nidulans -3 4 34
TPabay " " 5 1077 7 0.001 " 3 X107 - 0.001

-1

Valores de la Q de los extractos de A. niger h-175, y A. nidulans (Paba), cultivados

en siete diferentes medios de cultivo (las especificaciones incluidas son las mismas

que se expresan en la Tabla 7), todos ajustados a un pH de 6.5, y conservados en in-

cubacibn a 37°C y 300 rpm.

pectrofotométrico con el 2-6 diclfpindofd.

El método empleado para 1la determinacién de Q fué el es-

Las abreviaturas que se incluyen correspon-

den: EZ£ indica 1a solucién de glucosa oxidasa "Sigma" (control positive); A. niger

SL




Continuacién de la Tabla No. 10.

h-175 y A. nidulans (Paba) son los extractos ensayados 24 y 48 h, Q promedio denota
los valores mostrados en‘pmol de sustrato transformados/min/mg de proteina; mien-

tras que la S es la desviacibén standar de los tres ensayos efectuados.

94
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En base a los valores registrados en el ANOVA (p=0.000001)
se rechazan las Ho ya que la p<;0,001,.acepténdose las siguien

tes hipbtesis alternativas:

- Por el medio de cultivo, existe diferencia altamente signi-
ficativa, demostrando que los medios de cultivo producen me

diciones diferentes.

- Por los valores de actividad enzimdtica reportados, existe
diferencia altamente significativa, por lo que se determina
que la actividad enzimética es diferente entre las medicio-

nes.

- La interaccién entre los medios de cultivo y la actividad
enzimética, producen diferencias altamente significativas
sobre las mediciones, concluyendo que se trata de un siste
ma altamente sensible a las variaciones entre factores in-

tervinientes, independientemente de la accidén del azar.

Como para los otros resultados expuestos, la interpreta
cién més accesible de los datos comparativos de la actividad
especifica de la glucosa oxidasa (en porcentaje) se muestran
en la Tabla 11, en la cual la Q obtenida con la enzima "“Sig-

ma' se considera como 100%.
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TABLA 11. VALORES EN PORCENTAJE DE LA @ (PROMEDIO) REGISTRé
DA POR LAS ALICUOTAS SOMETIDAS AL ENSAYO CUANTITA

. TIVO in vitro.

INCUBACION PORCENTAJE

MEDIO DE.CULTIVO MUESTRA h (%)
Med.min.con A. niger h-175 24 5 500.00
15% Amx
Med.min.con A. niger h-175 24 1 957.14
33% Amx
" n " " " 48 1 012.8
Med.min.con " " " 48 132.85
15% Amx '
Ml G 0 "Sigma" --- 100
Zetelaki A. niger h-175 24 85.71
1 T 134 A3 48 37.14
Med.rico con " " " 24 33.57
10% Glu . o
0" " " 1t 48 57.14
Med.rico " " " 24 18.57
134 114 e " 1t 48 85.71
Med.min.con " " " 24 37.14
106 G]‘u 1 1 " 48 100.0
Med.min. " " " 24 17.14
" " 1 " 48 35.71
Zetelaki A. nidulans (Paba) 24 7.14
" . " " (3] 48 4-28
Med.min.con A. nidulans (Pabé) 24 2.14
15% A'Inx 1" " " 48 4 28
Med.min.con A. nidulans (Paba) 24 4.28
33% Amx
n N " " 48 2.85
Med.min. A. nidulans (Paba) 24 1.42
1" 12} 1t 1" 48 2 85

Med.min.con e " " 24 1.0

10% Amx
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Continuacién de la Tabla No. 11 . .

INCUBACION PORCENTAJE

MEDIQ DE CULTIVO MUESTRA. ~ h S ®
Med.min. con A. nidulans (Paba) 48 3.57
10% Amx )
Medio rico " " " 24 1.28

tt 11 " " 1t 48 4.28

Med. rico con " " " 24 1.42
10% Glu

(3] " 1 1" 48 1.14

Cuadro de los valores comparativos de Q de las diferentes mues
tras ensayadas por el método espectrofotométricq con el 2-6
diCl@indog. E1 100% de la actividad enzimética especifica de
la glucosa oxidasa se fijé en relacién a la muestra de la GO
"Sigma", basindose por tanto en dicha cantidad para el cédlculo
porcentual de cada uno de los extractos fﬁngicos, desarrolia-
dos en los diversos medios de cultivo e incubados por espacio

de 24 y 48 horas.



8.

DISCUSION

Y

CONCLUSIONES
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La Tecnologia de enzimas, como proceso importante de
la Biotecnologia, incluye toda una serie de procedimientos
para la obtencibén de los compuestos de origen protéico, de-

nominados enzimas (1, 4).

Una enzima que destaca en importancia econdmica por su
gran aplicabilidad en la industria alimenticia y farmacéuti

ca es la glucosa oxidasa (4 - 7, 15, 17, 23).

Después de analizar exhaustivamente la literatura acer
ca de la glucosa oxidasa, y en virtud de que no se reportan
trabajos de aislamiento y purificacién de la enzima en nues
tro pais, se vislumbré la necesidad de encaminar un Proyec-
to de Investigacién aplicada al respecto, empleando recur-
sos y tecnologia nacionales, lo que evitarfia sin duda (de
establecerse la produccibén) la importacién de juegos de
reactivos de tal indole, que son adquiridos actualmente a

elevados costos.

Por tal motivo se planteé la ejecucidn del proyecto:
"Desarrollo de un medio de cultivo para la produccién de 1la

enzima glucosa oxidasa a partir de Aspergillus niger".

La Metodologia para la produccién industrial de la Glu
cosa Oxidasa (y de otras enzimas) abarca los siguientes pun

tos:

a) Seleccién de la fuente de extraccidnm.

b) Medio de cultivo 6ptimo.



c) Métodos de cuantificacibn.

d) Métodos de extracciédn.

e) Aislamiento y purificacién.

f) Escalamiento a nivel planta piloto en fermentadores
de diferentes capacidades.

g) Aplicacién idénea de la enzima.

El objetivo del presente trabajo no se extendid a la
totalidad de estos puntos, pero la importancia estriba en
su contribucién al iniciar el desarrollo del proyecto glo-
bal, con lo que se sentaron las bases para la extracciém pos
terior de la enzima glucosa oxidasa, ya que en virtud de su
capacidad catalizadora, al transformar la glucosa a 4cido
glucdnico y peréxido de hidrégeno (8, 15 y 21), resulta de

gran aplicabilidad industrial (4-7, 15, 17 y 22-30).

Este estudio confirmé que el microorganismo de mavor
importancia para la produccién de la enzima fué A. niger
h-175, entre los dos organismos ensayados experimentalmente
mediante la determinacidn de la actividad enzimftica de la
glucosa oxidasa; para ello se utilizaron testigos positivos
y negativos con objeto de comparar la efectividad del méto-

do empleado.

As{ mismo, para el andlisis comparativo del valor de
la actividad enzimitica especifica (11) fué preciso el se-
guimiento de diferentes técnicas que incluyeron: el desarro

11o de medios de cultivo sdlides (35), 1liquidos (33), téeni
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cas de obtencién micelial, procesos de extraccibén enzimética
(4, 17, 21) y preponderantemente los ensayos para la determi

nacién cualitativa (in vivo e in vitro) y cuantitativa de ac

tividad enzimética especifica de la glucosa oxidasa (11,
37). Este Gltimo fué el punto crucial para la valoracién
del medio de cultivo méds adecuado para la produccién de la

glucosa oxidasa.

Analizando cada uno de los puntos enunciados en el pérrg
fo anterior, con respecto a los resultados obtenidos, el va-
lor més alto de actividad enzimitica especf{fica de la gluco-
sa oxidasa (en/u moles de sustrato transformados por minuto
por miligramo de proteina), determinado por el método espec-
trofotométrico (6) con el 2-6 diCl@indog (8, 15, 21), se lo-
gré con el extracto de A. niger h-175 (35} incubado durante
24 horas en el Med. min. con 15% de Amidex "30'", seguido en
orden descendente por A. niger h-178 (24 h), A. niger h-175
(48 h), la glucosa oxidasa "Sigma" y la muestra de A. niger
h-178 (48 h); siendo menores aﬁn los @ de A. nidulans (Pa-

ba) de 24 y 48 horas de cultivo en el medio liquido (Tabla

5y 6).

Como se mencioné anteriormente, la equivalencia en con
centracién de Amidex "30" para el medio de cultivo (15%),
se realizb a partir de la efectividad en 1la produccién de
glucosa oxidasa por A. niger h-178, en el Med. min. adicio-

nado con 5% de glucosa (grado reactivo).
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Por otra parte, logramos determinar su importancia en
el medio, actuando como inductor de la sintesis enzimitica,

tal como ocurre con glucosa (12, 15, 18, 20).

E1 método espectrofotométrico (6) que utilizd el 2-6
diClpindop, fué efectivo para la obtencién de Q, aunque mos-
tré un patrén de viraje diferente en los extractos de A. ni-
ger h-178 y A. niger h-175 con respecto a la glucosa oxida-
sa "Sigma" (ver resultados en la seccién 7.1); debido segura
mente (en las muestras de A. niger h-178 y A. niger h-175)

a la presencia de gran cantidad de enzimas adicionales, ya
que no fueron sometidas a ningln proceso de purificacidn en-

zimitica.

El extracto con mayor actividad enzimdtica especifica
de la glucosa oxidasa fué A. niger h-175 (35), cultivada a
tiempos cortos de incubacién (24 h), tal como lo sefialan Bar
ker y Shirley en 1980 (15), solo que ahora desarrollado en
Med. min. con 15% de Amidex "30". De esta forma se conside
ré a A. niger h-175 como la mejor cepa para la obtencién de

glucosa oxidasa.

Las muestras colectadas de A. nidulans (Paba) traduje-
ron los resultados esperados, ya que la sintesis de glucosa
oxidasa en ella es muy baja (por lo que no hay transforma-
cién del 2-6 diCl@indof segﬁn lo indicado por Fiedurek env

1986 (12).
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Actualmente se emplean diversos procedimientos de ensa
yos in vivo con fines comparativos, algunos ejemplos son:
el método para la deteccibén de la hidrélisis de almidén que
emplea reactivo de lugol como indicador de la transformacién
(42); asi mismo, el expresado por Fiedurek en 1986 (12Z) so-
bre Caracterizacién y mutagénesis de hongos para la produc-
cién de glucosa oxidasa, muestra también resultados cualita-

tivos categdricos.

En ensayo in vivo realizado en el presente trabajo evi-
dencié claramente la reduccién del 2-6 diClgindop (8, 15,
21) por la enzima glucosa oxidasa al ponerse en contacto sus
tratos y enzima, luego de la lesién celular fﬁngica, que re-
veld el halo rosado, resultado de 1la reaccién enzimética Tea
lizada en A. niger h-178; sin embargo con la cepa A. nidu-
lans (Paba) no se detecté actividad enzimltica de la glucosa

oxidasa (8, 12, 15, 21).

Los rendimientos obtenidos en peso seco expresado en
gramos de micelio por cada 150 mililitros de medio de culti-
vo, revelaron que los medios ricos para Aspergillus spp.
(con 1 y 10% de glucosa), como aparece en la Tabla 7, permi-
tieron el desarrollo micelial en buen grado, sin ser supera-
dos por los Medios minimos bésicos para Aspergillus spp. adi
cionados con 1 y 10% de glucosa, como los que incluyeron 15
y 33% de Amidex "30"; estos ﬁltimos no obstante, resultaron
importantes en la induccién de la sintesis de glucosa oxida-

. sa segln los valores de actividad enzimdtica especifica mos-
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trados.

El medio Zetelaki, al poseer gran cantidad de nutrien-
tes fué favorable evidentemente para el crecimiento micelial
(en gramos de peso seco) tal como lo expresa Barker y Shir-
ley en 1980 (15); solo que este medio de cultivo, conforme a
los lineamientos del presente trabajo, resultaria, para esca

las de produccidén mayores, bastante costoso.

La Determinacién de Azficares reductores por el Método
DNS (en miligramos de glucosa por mililitros de muestra)
(39) denoté el aprovechamiento de la glucosa por el hongo pa
ra su crecimiento, siendo su principal fuente de carbono; ac
tuando ademés como inductor de 1la sintesis de glucosa oxida-
sa (12, 15, 18, 20), por lo que se ve disminuida su concen-
tracibn en los medios incubados 24 y 48 horas, péra ambas cg

pas flngicas (Tabla 8 y 9).

Excepciones al patrén antes descrito, lo presentan algu
nos medios de cultivo (Medio minimo bédsico para Aspergillus
spp. con 15% de Amidex "30" y el Medio Zetelaki) que inicial
mente registraron una concentracién de glucosa menor a la
mostrada posteriormente, después de 24 y 48 horas de incuba-
cién. La explicacién probable a lo anterior estd relaciona-
do con la capacidad de degradacibén de los nutrientes del me-
dio que posee el hongo (durante su desarrollo micelial), des
doblando las dextrinas u otros carbohidratos menores (fuen-

tes adicionales de glucosa) presentes en el medio de cultivo.
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Los resultados finales del trabajo se muestran en las
Tablas 10 y 11, con los registros de la actividad enzimfti-
ca especifica de la glucosa oxidasa de los diferentes extrac
tos fﬁngicos desarrollados en diversos medios de cultivo.
Asi,,los valores Q promedio de los extractos de A. niger
h-175, denotaron una marcada diferencia en la eficacia del
Medio minimo bisico para Aspergillus spp. con 15% de Amidex
"30" a un pH de 6.5, para la produccién de la enzima GLUCOSA
OXIDASA, y cuyas condiciones de crecimiento fueron 37°C y

300 rpm incubado por un lapso de 24 h.

En orden descendente del valor de Q, se encontraron los
extractos de A. niger h-175, cultivados en Med. min. con 33%
de Amidex "30'", incubados 48 h.; el Med. min. con 15% de Ami
dex "som de 48 h., y el Medio Zetelaki (24 y 48 h. de incuba
cién) (15). Los medios de cultivo restantes (sometidos a la

experimentacién) revelaron un Q bastante menor,

En base a los resultados anteriormente expuestos, el Me
dio minimo bésico para Aspergillus spp. con 15% de Amidex
"3on, desarrollado en el presente proyecto, result§ efectivo
para la produccién de la glucosa oxidasa,y puede substituir
ampliamente al Medio Zetelaki permitiéndonos adem4s una mar-
cada reduccién en costos, de ser empleado a una escala mayor

en produccién industrial.

La ejecucién del método analitico enzimdtico llevado a

cabo en este trabajo, demostré la presencia de la enzima glu
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cosa oxidasa en los extractos de Aspergillus niger h-175 que

incorporados posteriormente a todo un proceso de purifica-
cién (de continuarse el procedimiento total de tecnologia en
zimdtica), lograrfia la obtencién de una muestra liquida o
cristalizada de glucosa oxidasa pura, que podria competir en
calidad con cualquiera otra existente en el mercado mundial,

abaratando sin duda costos de adquisicién nacional.
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CONCLUSIONES.

- El microorganismo féingico que mostré mayor produccién de

glucosa oxidasa fué A. niger h-175.

- El medio de cultivo que indujo el més alto valor de activi
dad enzimética especifica de la glucosa oxidasa (represen-
tada en umol de sustrato transformados min_1 mg_l) en la
cepa A. niger h-175, fué ¢l Medio minimo bédsico para Asper
gillus spp. con 15% de Amidex ”30", a un pH de 6.5 e incu-

bado durante 24 h. a 37°C y 300 rpm.

- E1 producto comercial Amidex "30" actﬁa como inductor de

la sintesis de glucosa oxidasa en la cepa A. niger h-175.

- El método espectrofotométrico con 2-6 diClopindop, fué
efectivo para la cuantificacibén de la actividad enzimética

especifica (Q) en los extractos enziméticos.

- E1 método in vivo para la determinacién cualitativa de ac-
tividad enzimltica de la glucosa oxidasa, resulté adecuado,
al emplear el tolueno (para la lesién de la pared celular)
y el 2-6 diClDindof como indicador de la enzima en cues-

tibn.

- El medio de cultivo del que se obtuvo mayor rendimiento mi
celial (expresado en gramos de peso seco) fué el Zetelaki
(concretamente 1.27 y 2.9 g/150 ml. de medio de A. niger
h-175, desarrollado durante 24 y 48 h. respectivamente) en

comparacién con el resto de los medios ensayados.
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- El ensayo DNS para la cuantificacién de azlicares reducto-
res (mg/ml) denoté (en la mayoria de los casos) la dismi-
nucién gradual (evidencia de su utilizacidén por el hongo)
de la glucosa en el medio. Excepciones a este patrén lo
manifestaron el medio con Amidex "30" y el Zetelaki, debi
do seguramente al desdoblamiento posterior de las dextri-

nas y sacarosa presentes en los mismos.

-~ El1 ensayo global con_los siete medios de cultivo diferen-
tes, corroboré la efectividad del Med. min. con 15% de
Amidex,”30” (a periodos cortos de crecimiento) para la in-
duccibén en la produccién de la glucosa oxidasa de A. niger

h-175.
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