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RESUMEN

Se presentan los resultados obtenidos en el estudio de 1la
germinacién en medio liquido de conidiosporas de Aspergillus niger
CH4 a diferentes concentraciones iniciales de glucosa (0.01, 0.1,
1y 10 g/L) con una relacién C/N de 5, midiéndose los siguientes
parametros: Porcentaje de germinacidén, pH, consumo de glucosa,
sintesis de proteina y tasa de respiracién; ademas se utilizé la
técnica de procesamiento de imdgenes para hacer el seguimiento de
la longitud y didmetro del tdbulo germinativo y el diametro de la
espora.

Se observdé que en el nivel de glucosa mas bajo se presentaba
una utilizacidén mas eficiente del sustrato, reflejado en un factor
de rendimiento mayor (0.78), esto es, se observé el efecto del
acoplamiento energético.

La técnica de procesamiento de imAgenes permitid el obtener
datos para calcular la tasa especifica de elongamiento, como un
pardmetro de cuantificacién y medicién del crecimiento de
filamentos, asi como para verificar el efecto de la concentracién
de la fuente de carbono sobre la velocidad de elongacidén, asi como
la longitud ma&xima que puede alcanzar una espora germinada antes
de presentar la primera ramificién.

Es de hacer notar que la tasa especifica de elongacibén tiene
una dependencia con la concentracién inicial de glucosa del tipo
Monod, es decir, tiene un comportamiento andlogo al de la tasa
especifica de crecimiento, con 1la ventaja de que resulta
metodolédgicamente mads facil de medir la longitud del tGbulo que la
concentracién de biomasa.
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El estudio de la fisiologia de los hongos filamentosos es de
suma importancia, tanto por el valor cientifico gque representa,
como por el hecho de que es informacib6bn que se requiere cuando se
desea operar y controlar de manera eficiente un proceso en el cual
se utilicen estos microorganismos. El1 conocer cébmo se modifica la
cinética de crecimiento con las condiciones ambientales permite el
mejoramiento y optimizacién de 1la fermentacién, con todos 1los
beneficios que esto implica.

Entre los mohos m&s utilizados para la fermentacién sélida
tenemos al Aspergillus niger, gque se utiliza en la produccidén de
enzimas, tales como amilasas, proteasas y pectinasas, adem&s de ser

un gran productor de &cidos organicos, principalmente &cido citrico
(Bailey y Ollis, 1986).

Su ciclo de vida comprende las fases de latencia, germinacién,
crecimiento vegetativo y esporulacién. Su reproduccibén es asexual,
mediante la produccién mitética de conidiosporas. A continuacién se

presenta una breve resefia de lo que sucede en cada una de estas
fases:

El estadfio de latencia se define como aquel "...periodo de
descanso o interrupcidn reversible del desarrollo fenotipico de un
organismo" (Sussman y Douthit, 1973).

En esta fase el organismo se encuentra en forma de
conidiospora, la cual es una estructura rigida semiesférica, de
aproximadamente 5 um de diametro, en la que no se detecta sintesis
de proteinas ni de &cidos nucléicos, ademd&s de presentar una
respiracién minima o nula y cuyo contenido de agua es bajo (Van
Etten, Dahlberg y Russo, 1984). La pared exterior, encargada de la
resistencia de 1la espora, tiene 1la sigquiente composicién:
Carbohidratos neutros (73-83%), hexosamina (9-13%), lipidos (2-7%),
proteinas (0.5-2.5%) y fésforo (<0.1%); ademds contiene el pigmento
caracteristico de este microorganismo, la nigerina, el cual es un
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polisacérido, pero que no es utilizado como fuente de carbono
(Johnston, 1965).

En general las esporas contienen grandes reservas de material
alimenticio, sin embargo, se ha observado que las conidiosporas de
Aspergillus niger contienen apenas el 4 ¥ de lipidos en peso seco
(Gunasekaram y col., 1972 a,b), lo cual nos indica que la mayoria de
sus reservas no son de alto contenido energético, teniéndose con
esto gue su potencial de automantenimiento, una vez roto el periodo
de latencia, es bajo, lo que explica lo publicado en el sentido de
que las conidiosporas de este organismo no germinan si se les
coloca en agua destilada solamente (Roussos, 1987).

Si bien el desarrollo feﬁotipico se encuentra detenido, esto
no significa que 1la espora no contenga toda 1la herramienta
enzimdtica necesaria para la utilizacién de sustratos complejos,
llevando a cabo incluso transformaciones que no se presentan en las
siguientes etapas del crecimiento, tal y como son la hidroxilacién
de esteroides, conversidn de triglicéridos y &cidos grasos a metil-
cetonas, hidrélisis de penicilina a &cido 6-aminopenicilénico, e
hidrdélisis de almidén a glucosa (Vezina, Sehgal y Singh, 1968).

La latencia no se encuentra totalmente comprendida en cuanto a
los mecanismos internos que permiten su establecimiento y su
capacidad mantenerse, proponiéndose los siguientes mecanismos
fisicos y quimicos para explicarla:

l.-Cambios en la permeabilidad: Se sabe que la permeabilidad de 1la
pared de la espora antes y después de la germinacidén es diferente,
dado que difieren en el indice de refraccidn de la pared, lo cual
esta indicando una diferencia en las propiedades de transporte y

composicién, sin embargo, esto no impide gque existan algunas
sustancias esenciales, como la glucosa y el agua, que pueden fluir
libremente en cualquier momento, por lo que esta teoria no puede,
por si sola, explicar el mantenimiento de la latencia.
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2.-Compartamentalizacién: Se ha publicado 1la existencia de

membranas dentro de la espora que impiden el contacto fisico de
ciertas enzimas con sus sustratos, barrera gue desaparece una ve:z
activada la espora. Sin embargo, han sido pocas las especies de
mohos en los que se ha podido observar esta compartamentalizacién.

3.-pAutoinhibidores: Existen sustancias, propias de cada especie,
que se encuentran en la pared externa de la conidiospora, que
impiden su germinacién, atin cuando estén en presencia de sustrato,
por un mecanismo que no se encuentra bien establecido, y que tienen
mayor efecto entre mas esporas se encuentran presentes. Estas
sustancias son generalmente solubles en agua, por lo gue pueden ser
removidas mediante un simple lavado (Krishnan y col, 1954; Barrios
y col., 1989)

La idea mas aceptada es que no es uno sino varios los
mecanismos que entran en juego para conservar a la espora en
latencia, dado que solamente en condiciones favorables debe de
germinar para asegurar su ulterior desarrollo.

La etapa de germinacién se presenta cuando, en respuesta al
establecimiento de ciertos valores en las variables fisicoquimicas,
el estadio de latencia se rompe irreversiblemente. En ese momento
empieza una gran actividad metabélica, la cual se manifiesta, de
manera visible, con el hinchamiento de 1la espora, para luego
prosegﬁir con la aparicién gradual (a través de lo que se denomina
poro germinativo) de el tGbulo germinativo.

La hifa se elonga, de manera axial, gracias a una estructura
(visible con microscopio) denominada spitzenk&érper (cuerpo apical)
que se encuentra cerca del &pice delvtubo germinativo, y que es un
conglomerado de entidades denominadas vesiculas (cimulos de quitin-
sintetasa y moléculas precursoras de pared) que son distribuidas
hacia la punta, para la creacién de nueva pared (Grove y Bracker,
1970; Gooday, 1971; Bartnicki-Garcia y col., 1990).
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El proceso de germinaci6én es complejo, ya que se requiere de 2
o m&s sefiales acopladas para gue se rompa el perfodo de latencia y
comience la actividad que dar& lugar al tfibulo germinativo (Weber y
Hess, 1976). Entre las principales sefiales gue provocan gque se
establezca la germinacién se tienen las siguientes:

1.-Actividad de agua: Una baja concentracién de agua disponible
retrasa la germinacién, dado que ésta es indispensable para que se
lleven a cabo las reacciones metabblicas (Oriol, 1987).

2.-Nutrientes: Dada la 1limitacién de las reservas internas de
sustratos, la presencia de fuentes utilizables de carbono vy
nitrégeno aceleran el establecimiento del proceso (Barrios y Anaya,
1987).

3.~Temperatura: Existe un rango 6ptimo para el proceso, el cual va
a depender de la cepa. Esta temperatura no siempre es la misma que
la 6ptima de crecimiento, siendo generalmente un poco mas alta la
requerida para la germinacién.

4.-Tamafio de inbdculo: Dada la existencia de sustancias inhibidoras

en la pared de las conidiosporas de A.niger, una alta densidad de
inéculo (generalmente mayor a 1*107) provoca el retraso de la
germinacién en medio liquido. Esta inhibicién puede ser evitada
utilizando como fuente de carbono a 1la glucosa y 1lavando las

esporas (Barrios y col., 1989). En medio s6lido no suele observarse
este tipo de inhibiciédn.

5.- Oxigeno: Se requiere cierta cantidad de oxigeno disuelto para
que se presente la germinacién, dado gue los hongos filamentosos
son microorganismos aerobios.

Asi se tiene que deben de presentarse las condiciones 6ptimas
de estas sefiales para que se rompa la latencia, asegur&ndose con

esto gque la mayoria de las esporas alcanzardn a derminar
exitosamente.
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El crecimiento vegetativo est& dado por el elongamiento,
ramificacién e interacci6n de las hifas. La hifa no tiene una
composicién homogénea en toda su estructura, sino que est& dividida
en 3 zonas principales:

l.- Apical.- Carece de organelos, encontrédndose ahi las vesiculas
aglomeradas en el spitzenk6rper, que es la estructura dque se
encarga de distribuirlas hacia la punta.

2.- Subapical.- Ahi estan todos los organelos conocidos, incluyendo
al nGcleo. En esta zona son sintetizadas las vesiculas en el
reticulo endoplasmico y enviadas al spitzenkérper.

3.- De vacuolacién.- En esta zona se encuentran las vacuolas, que
van siendo mas grandes a medida que se alejan de la punta hifal;
también aqui se encuentran las reservas de lipidos. Esta es la zona
mas vieja de la hifa.

Gracias al elongamiento apical de la hifa se genera un micelio
indiferenciado que, con una tasa lineal de crecimiento radial, se
orienta hacia 1la colonizacién del medio s6lido 1libre (Trinci,
1974). Para explicar este crecimiento direccion®do se han propuesto
diferentes teorias, entre las cuales destacan:

- El1 establecimiento de un gradiente de ca®t* a 1o largo de 1las

‘hifas gque provoca un crecimiento polarizado (Harold y Harold,
1980).

- La existencia de una corriente bioeléctrica que actGa creando un
gradiente electro-osmético que provoca flujos masicos y movimiento
electroforético de las vesiculas (Gooday, 1983).

La conidiogénesis es la respuesta del micelio a diversos
factores ambientales, principalmente nutricionales, ya dque,
mientras se encuentra dentro de un régimen balanceado (esto es
Entrada de nutrientes = Biosintesis), el micelio continqGa
indiferenciado; pero, al presentarse 1la limitacién de algtn
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nutriente (principalmente nitrégeno), el crecimiento se
desbalancea, desencadenindose respuestas a nivel genético, gque
resultan en el establecimiento de nuevos patrones metab6licos que
provocan la diferenciacién de ciertas hifas, las cuales se orientan
perpendiculares al plano del micelio y producen, en su &pice,
estructuras reproductoras asexuales llamadas conidibéforos, en los
cuales, por mitosis, se crean las conidiosporas que, una vez
maduras, se van a desprender al presentarse algiin tipo de esfuerzo
mecénico.

De estas 4 etapas las mas estudiadas son las de Crecimiento
Vegetativo y Conidiogénesis, debido a que :

-En estas etapas se da la produccién de metabolitos de relevancia
industrial.

~-El crecimiento y consumo de sustratos, principalmente durante el
crecimiento vegetativo, son considerables, por 1lo dque el
seguimiento del proceso es relativamente sencillo.

La etapa de latencia, al ser un periodo de inactividad, ha
sido estudiada en cuanto a la morfologia y composicidédn quimica de
la espora, debiéndose realizar para ésto andlisis destructivos.

1.1 Antecedentes sobre la germinacién de mohos.

Dentro de la cinética de fermentacién, la germinacién es 1la
fase de retardo, indicando con esto que no se dan cambios en las
concentraciones de sustratos, ademds de <casi no presentarse
generacién de nueva biomasa, por lo que el seguimiento bioguimico
de esta etapa es mas bien complicado y laborioso. AGn con esto es
de suma importancia el conocer a fondo esta etapa, ya que es en
este momento cuando va a quedar determinado el maximo nGmero de
colonias que se van a poder obtener con un inéculo dado, esto es,
la biomasa maxima posible. '
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Sheperd (1957) present6 resultados del anélisis bioguimico de
esporas de Aspergillus nidulans durante la germinacién, destacando
el concerniente a cé6mo se modificaba el balance de nitrégeno en
esta etapa, ya gue el nitr6geno soluble pasaba del 7 al 22 %, y el
nitrégeno protéico aumentaba del 26 al 36 %, mientras que el de
pared variaba del 21 al 10 %.

En 1958 Yanagita realiz6 experimentos en medio liguido agitado
para conocer el efecto de 1la composicién del medio sobre el
porcentaje de germinacién en A. niger, encontrando gque el medio
minimo que permitia el 100 % de germinacidn estaba compuesto por
glucosa (20 g/L), L-alanina 6 L-prolina y amortiguador de fosfatos
a pH de 6; sin embargo este medio no permitié el desarrollo
vegetativo. También estudié el efecto de 1la temperatura y 1la
presencia de CO5, estableciendo que este Gltimo era indispensable
para el proceso. De hecho, este trabajo es uno de los mas completos
encontrados, ya que hace el seguimiento del consumo de glucosa, de
fosfato y de oxigeno, asi como la aparicién de protéina, acidos
nucléicos y porcentaje de esporas germinadas.

Ohmori y Gottlieb (1963) demostraron que todas las enzimas de
las vias metabbélicas EMP, HMP y CAT estaban presentes en las
esporas de Penicillium oxalicum, asi como un sistema de transporte
terminal de electrones. El uso de sustancias que interrumpen estas
vias (fluoruros, malonatos y cianuros) solamente tuvieron efecto
hasta después de seis horas de iniciado el proceso, esto es, hasta
gue era visible el tidbulo germinativo. Estos resultados indican que
estas vias empiezan a ser utilizadas de manera considerable hasta
que ha surgido el tGbulo. También puede estar indicando que 1la
permeabilidad de 1la espora es diferente a 1la del micelio

vegetativo, 1lo cual es légico considerando que la espora es una
estructura de resistencia.

Continuando con la misma linea de investigacién, Ohmori vy
Gottlieb (1965) siguieron la germinacién de esporas de Trichoderma
viride, Aspergillus niger, Penicillium atrovenetum y Penicillium
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oxalicum, encontrando que, en general, la tendencia era la de una
gran actividad enzim&tica y poca sintesis de proteina estructural,
esto es, se daba el aprovisionamiento preferencial de enzimas, lo
cual corresponde efectivamente a el fenbmeno que se observa durante
la fase de retardo del crecimiento microbiano.

Barnes y Parker (1966) utilizaron esporas de Trichoderma spp Yy
un contador Coulter para estudiar el efecto de un agente quimico
(clorocresol) durante la fase de hinchamiento, concluyendo gque
durante la primera hora el transporte de agua al interior de 1la
espora ocurre libremente, sin ningGin papel metabblico aparente. En
esta etapa el clorocresol entraba a las esporas, resultando un bajo
porcentaje de germinacién posterior. Si lo aplicaban a las 3 horas,
ya no era transportado al interior, esto es, el transporte de agua
pasaba a ser controlado metabSlicamente, y 1la mayoria de las
esporas germinaban, lo cual estaba indicando que el inhibidor no
habia penetrado en la espora. La comparacién de estos resultados
con los de Ohmori y Gottlieb (1963) parecen indicar que la pared de
la espora, si bien es una estructura de resistencia, permite el
paso de una mayor cantidad de sustancias que la pared del micelio
vegetativo, lo cual pudiera tener la funcién de un mayor rango de
deteccidn de la composicidén del éntorno, al mismo tiempo que, por
su baja actividad metabdlica, la espora puede tener la posibilidad
de ser poco afectada por las sustancias que entran en ella.

Hollomon (1970) establecid que la sintesis de ARN y proteinas
debia presentarse antes que la aparicidén del tidbulo germinativo de
Neurospora crassa y Aspergillus nidulans, lo cual concuerda con los
resultados de Yanagita (1957), Sheperd (1957) y los de Ohmori y
Gottlieb (1965) para otras especies de hongos filamentosos.

Campbell (1971) hizo notar que, durante la germinacién de
Aspergillus fumigatus, la membrana exterior se disolvia, y el
tGbulo germinativo aparecia como una extensién de 1la membrana
interna. También establece que se presentan 1los eventos de
incremento en el nGmero de mitocondrias y la formacién de vacuolas
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a partir del reticulo endoplasmatico, asi como la divisi6bn del
nGcleo. Sus resultados mostraron que el hinchamiento de las esporas
depende directamente de la concentracién de la fuente de carbono,
encontrando que la germinacién en agua destilada no produce
hinchamiento. La fuente de nitrégeno externa no tuvo influencia
sobre la germinacién en un amplio rango de concentracién.

Florance Y col. (1972) compararon la estructura de
conidiosporas de A. nidulans en latencia y germinadas, y detectaron
gque en la espora sin germinar existian 3 paredes pero, al
hidratarse (30 minutos) se visualizaban otras 2, emergiendo el
tGbulo de la capa mas interna. Esto es, si bien parece no haber
grandes cambios metabb6licos durante la germinacién, si se presentan
cambios estructurales importantes en la espora, lo cual viene a ser

parte de los procesos de adaptacién que se presentan en la fase de
retardo.

Bates y Wilson (1974) utilizaron etilenglicol para alterar la
germinacién de esporas de Neurospora crassa, encontrando dque se
presentaba el crecimiento y sintesis de biomasa, pero no aparecia
el tGbulo germinativo, esto es, crecian en forma esférica. El
indice de refraccién de toda la pared era el mismo, lo cual era una
alteracién, dado que los indices de refraccidén de la punta y del
tGbulo son diferentes cuando se tiene el crecimiento filamentoso
normal. Propusieron que el efecto podia deberse a que el
etilenglicol, por alterar 1la presién osmbética del medio,
interrumpia alguna reaccién o gradiente necesarios para el

emergimiento del tdbulo, pero no afectaba el resto de las rutas del
crecimiento.

Brambl (1975) utilizé esporas de Botryodiplodia theobromae
para estudiar las funciones respiratorias durante la germinaciodn,
encontrando que las esporas contenian un sistema respiratorio
aerébico potencial, el cual entraba en accién al colocar las
esporas en el medio, poco después de gue empezaba a funcionar el
sistema ribosomal. Sin embargo, no era necesario que el genoma

10
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mitocondrial fuese funcional durante esta etapa, ya gque el uso de
drogas que inhiben los sistemas transcripcionales y/o
translacionales de la informacién genética no tuvieron efecto sobre
la tasa de germinacién en la etapa inicial, 1la cual duraba
aproximadamente 120 minutos. Estos resultados fueron confirmados
posteriormente (Brambl y Handschin, 1976).

Roussos (1987) establecidé que la cinética de germinacién de
Trichoderma harzianum dependia del tipo de enlace glucosidico de la
fuente de carbono, observando un retraso con las uniones B8-1,4,
efecto que se acentuaba si utilizaba polisaclridos (carboximetil
celulosa y celulosa cristalina). Esto confirma que las enzimas
degradativas de polisacadridos son sintetizadas antes de 1la
aparicién del tGbulo germinativo.

Oriol, Contreras y Raimbault (1987) analizaron el uso de la
técnica de microcalorimetria para el seguimiento de la germinacién
Y crecimiento vegetativo de A.niger en un medio soportado,
encontrando que eran capaces de detectar actividad (produccidén de
calor) 1incluso a wuna hora de haber inoculado el sistema.
Encontraron que, a las concentraciones mas altas de glucosa (82,127
Y 216 g/L), se observaban 2 picos de produccidédn de calor, siendo el
primero mas pequefio ,y el cual se presentaba en el tiempo que
corresponde al fin de la etapa de germinacién y comienzo del
crecimiento vegetativo; entre mayor era 1la concentracidén de
glucosa, mas grande era este primer pico, cuya &rea correlacionaban
con la Actividad de agua (Aw) inicial del medio (la cual esta dada
por la concentraciédn de glucosa) y encontraban que la relacidén era
lineal. Con cantidades crecientes de indculo, a una concentracién
de glucosa fija (89 g/L), se observaba el mismo comportamiento que
al variar la glucosa, ademds de que se aceleraba el proceso de
crecimiento. Concluyeron que el calor que se desprende al final de
la etapa de germinacién (y el cual no tiene relacién con la tasa de
respiracién ni con 1la produccién de biomasa segin algunos
experimentos que ellos realizaron) era dependiente de la Aw inicial
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y del tamafio de in6culo, lo cual puede ser el resultado de los
siguientes fenbmenos:

~Reacomodo del sistema de transporte por permeasas al final de 1la
etapa de germinacién.

-Acumulacién de polioles dentro de la conidiospora y expulsién de
agua para adaptarse a la presién osmbtica del medio.

Barrios y Anaya (1987) estudiaron el efecto de las fuentes de
carbono y nitrégeno sobre la cinética de germinacién de A. niger en
medio liquido agitado, encontrando que utilizar glucosa y peptona
evitaba el retraso del proceso, fendmeno el cual se presentaba
especialmente al utilizar un inéculo "viejo" (2 semanas), 6 si la
composicién del medio era a base de almidén y urea. Este retraso
bien pudo deberse a que, como lo sefiala Roussos (1987), los
compuestos poliméricos tardan mas en ser utilizados, por 1lo mismo
que deben ser sintetizadas enzimas degradadoras de novo.

1.2 Utilizacidén de la fuente de carbono.

Como puede notarse, la germinacién depende fuertemente de la
composicién del medio, lo cual es comprensible dado que, tal como
mencionan Harder y Dijkhuizen (1983), los microorganismos poseen
poco control sobre su medio, dependiendo asi su composicidén de la
de éste, y el cual no es raro encontrar que carezca de uno o varios
sustratos esenciales, constituyendo esto una presién natural para
la seleccidn de organismos bien adaptados. Esta adaptacidén esta
encaminada a maximizar la tasa de transporte y utilizacién del

sustrato limitante, para lo cual pueden darse 3 mecanismos:

a) Creacidén de un sistema de alta afinidad por el sustrato, o
incremento en la concentracidén del sistema ya existente.

b) Incremento de la tasa de metabolizacidédn inicial del sustrato
acumulado en el interior mediante una mayor sintesis de las enzimas
involucradas en su catabolismo.

12
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¢) Reacomodo de 1la composiciétn gquimica celular debido a un
redireccionamiento de los fluxes de metabolitos gue contienen al
sustrato limitante.

Tenemos que, en condiciones de limitaciétn de carbono, 1los
heter6trofos ( a los cuales pertenece el A.niger) muestran una alta
eficiencia de utilizacién de 1la fuente de carbono Yy una
minimizacién de los productos extracelulares carbonados, lo cual se
logra mediante la desrrepresién de enzimas catabblicas, vy
manteniendo el anabolismo acoplado con los fenbmenos de
crecimiento; ademas de que cuentan con acarreadores en la membrana
de gran afinidad por el compuesto carbonadb, esto es, poseen
mecanismos como los descritos por los incisos a y b. Sin embargo,
debemos tomar en cuenta gque, cuando se trata de células aerobias el
medir el rendimiento es complicado, ya que el sustrato carbonado va
a tener 3 funciones (Tempest y Neijssel, 1984):

-Fuente de intermediarios.
~Fuente de equivalentes reductores.
-Fuente de energia utilizable (ATP).

Se tiene, ademds, que si este sustrato se encuentra en
cantidad limitada pueden presentarse 2 fendmenos, dependiendo de su
nivel de reduccién y el estado redox de los otros nutrientes (tal y
como el nitrdgeno, el cual puede estar como amonio o como nitrato):

~Limitacién en carbono: La <cantidad de ¢ 1limita el
crecimiento, y se tiene un exceso en la generacién de energia,

dadas las bajas demandas biosintéticas. El rendimiento del sustrato
es maximo.

~Limitacién energética: Existe carencia de equivalentes
reductores, por 1lo cual gran parte del sustrato se va como CO5,
provocando que el rendimiento sea bajo.

13
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Se puede concluir que 1la etapa de germinacién presenta
diferencias en su fisiologia comparada con el crecimiento
vegetativo, dado que es una etapa de reconocimiento y adaptacién al
medio. Dado que la germinaci6tn es el periodo de retardo en la
cinética de crecimiento de los hongos filamentosos, realmente no
existen muchos trabajos en los gue se aborde la cinética de este
proceso, encontréndose en mayor cantidad estudios muy puntuales
sobre estructura fina de 1la espora antes y después de haber
germinado (Campbell, (1971); Crook y Johnston, (1962); Johnston,
(1965); Florance y col.,(1972)) y estudios de composicién interna
muy puntual, como es el caso de los ribosomas y mitocondrias
(Brambl y Van Etten, (1970); Brambl, (1975); Brambl y Handschin,
(1976) ; Grove y Bracker, (1970) y Hollomon (1970)).

De los trabajos que existen sobre la cinética de germinacién
se encuentran el de Yanagita (1957) que es uno de los mas completos
dado los aspectos de consumo de sustratos y sintesis de proteina y
polinuclebétidos, sin embargo, este trabajo es descriptivo y no
utiliza la gran cantidad de datos que tiene para abordar aspectos
mas generales de energética del proceso. Otro trabajo es el de
Barrios Gonz&lez y Anaya (1987) y Barrios y col. (1989) en los que
se estudia el cambio en el porcentaje de gerininacién. Estos
trabajos contemplan el variar los niveles y tipos de fuente de
carbono y nitrégeno, asi como la concentracién de indculo inicial
para establecer su efecto sobre el porcentaje de esporas
germinadas; dado que ésta es 1la fGnica variable que mnmiden, su
trabajo no aporta mucho al conocimiento de la fisiologia de 1la
germinacién, estableciendo Gnicamente algunos niveles nutricionales
necesarios y confirmando que el efecto de apifiamiento se debe a una
sustancia hidrofilica presente en la pared de la espora.

Dado gque se conocen algunos aspectos fundamentales de 1la
biogquimica de la germinacidén es necesario conocer la influencia del
medio sobre la cinética de germinacién y cémo es que se ve afectada
su morfologia, dado que sobre este particular no se tiene un
estudio que aporte indicios a este respecto. Esta informacién puede
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ser de gran utilidad dado que los parémetros dimensionales aportan
indicios de la eficiencia y velocidad de crecimiento de los mohos,
asi como su capacidad de adaptaci6tn al medio.
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OBJETIVOS8 GENERALES:

-Describir algunos aspectos de la bioguimica y morfometria de
la germinacién de conidiosporas de Aspergillus niger CH4 en
medio liquido.

-Poner en marcha la técnica de procesamiento de imigenes para
realizar el seguimiento de la germinacién.

OBJETIVOS8 PARTICULARES:

-Establecer la concentracién de glucosa minima que induce la
germinacién.

-Determinar cémo se ve afectada la cinética de germinacién con
la concentracién inicial de sustrato.

-Desarrollo de un método microscédpico para la medicién de la
cinética de germinacién de Aspergillus niger.

-Encontrar los parametros biolégicos y energéticos, expresados
por la tasa especifica de crecimiento y los factores de ren-
~dimiento, para con ellos establecer el grado de acoplamiento
energético del proceso de germinacién.

~-Estudiar, de forma preliminar, el efecto de un agente quimico
desacoplante de la. fosforilacidén oxidativa (2,4-Dinitrofenol)
sobre el proceso global de la germinacién.
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Capftulo 2. Métodos Experimentales

2.1 Cepa.

Se wutiliz6 Aspergillus niger CH4, 1la cual es una cepa
proporcionada por el Instituto de Investigaciones Biomédicas de 1la
UNAM, y es utilizada en la detoxificaci6én de pulpa de café y 1la
produccién de enzimas pectinoliticas por el grupo de Fermentacién
S6lida de la UAM-I.

Este moho presenta un rapido crecimiento filamentoso compacto
de color blanco, el cual es sustituido por una apariencia casi
negra al presentarse la esporulacién, la cual se completa en,
aproximadamente, 3 dias. Las esporas de este hongo son cuasi
esféricas, color café obscuro o negras, presentando una superficie
rugosa, con estructuras cdnicas que le dan una apariencia de pifia.
Su diametro es de aproximadamente 4.5 micrémetros.

La cepa era propagada sobre 1la superficie de Agar Papa-
Dextrosa, colocado en matraz Erlenmeyer, y se incubaba por 3 dias,
tiempo en el cual la superficie se cubre con una capa uniforme de
esporas obscuras. De ahi se obtienen 1las esporas para 1los
experimentos y para volver a sembrar. La recoleccidén se lograba
agregando agua estéril con Tween 80 y homogenizando con un agitador
magnético, para desprender las esporas y obtenerlas en suspensibn,
la cual era utilizada de inmediato, desechandose el sobrante.

2.2 Medio de germinacidn.

El medio utilizado se compone de lo siguiente :

GlUuCOSA.v . cceescascccscsoenesasalD.O
Sulfato de amonio....cceeveee. .0.98
Ura..ceceeccccsccccccnce ssscsssal.24
Fosfato de potasio monob&sico...0.50
Sulfato de magnesio.......... ..0.60
Extracto de levadura.......... .0.10
Solucién de oligoelementos..... 1.0
Agua destilada...ceceeecocces 1.0

~FEQQQQQWQ

Solucibébn de oligoelementos:
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FeSO4.7H20......................5.0 g
MNSO4.Ho0.ceveeernnnnnnenseesessdab g
ZnSO04.7TH20 et veeesssesecsceesssld g
CACLlgcteesrecssessonsssnssseness2.0 g
Agua destilada......cc00ese000.1000 ml

Bas&ndose en &l se realizaron diluciones sucesivas, en
factores de 10, de la mezcla de las fuentes de carbono y nitrégeno
(Glucosa y Sulfato de amonio + Urea, respectivamente), utiliz&ndose
como diluyente el resto del medio preparado a la concentracién
original, para obtener de esta manera concentraciones decrecientes
de glucosa, pero manteniendo una relacién C/N constante. Se
utilizaron las siguientes concentraciones de glucosa: 10, 1, 0.1 y
0.01 g/L.

Para las experiencias con 2,4-dinitrofenol (DNP) se prepard el
medio de 1 g/L de glucosa en la solucién de DNP de la concentracidén
a probar, las cuales fueron: 5%1079, 1*10™4, s*1074 y 1*10”3 M.

Después de probar el efecto de la concentracién de las esporas
en el porcentaje de germinaciédn se decidid utilizar, para todos los
experimentos, un inéculo de 1*10° esporas/ml, ya gque a esta
concentracién se reducian los agregados de esporas, facilitandose
el conteo de las mismas, al tiempo que se evitaba la inhibicién por
apifiamiento.

2.3 Equipo experimental.

Los experimentos se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer con
capacidad de 250 ml, a los cuales se les hicieron 3 indentaciones
que funcionaban como mamparas, cuya finalidad era la de permitir un
mejor mezclado y rompimiento de los agregados de esporas, ademas de
permitir una aereacién mas eficiente del medio, del cual se
agregaban 100 ml.

Los matraces se colocaban en un agitador. orbital, el cual se
encontraba dentro de una incubadora. Todos 1los experimentos se

llevaron a cabo a una temperatura de 35°C y con una agitacién de
150 RPM.
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2.4 Anflisis realigados.

Para hacer un sequimiento cuantitativo de la germinacién se
tuvo que eligir que variables medir, segln el tipo de informacién
que se deseaba obtener, llegando a la conclusiébn gue las siguientes
eran las mas adecuadas: Porcentaje“ de germinacién, Consumo de
glucosa, Sintesis de proteina, Respiracién, pH y Cambios en 1la
morfologia.

2.4.1 Porcentaje de germinacién

Se realizé por conteo microscépico directo, utilizando 1la
c&mara de Neubauer, en el objetivo 10X. Para conocer el porcentaje
se contaba el total de esporas gque aparecian en el campo, Yy se
hacia la distincién en el nGmero de esporas gque presentaban tGbulo
germinativo de un largo igual o mayor al di&metro de la espora, lo
cual se dividia entre el nGmero total contado, y se multiplicaba
por 100.

2.4.2 Consumo de glucosa.

Se utilizé la técnica del TPTZ (2,4,6-Tripiridil-s-triazina)
reportada por Avigad (1968) la cual sirve para cuantificar aztcares
reductores en el rango de concentracién de 2-100 nmoles/ml. Las
muestras eran previamente filtradas en membranas Millipore de 0.45
pm, y al filtrado se le realizaba la dilucién necesaria para que
pudiera leerse en la curva patrdén. La técnica y los reactivos se
describen en el apéndice A.

2.4.3 Sintesis de proteina.

El método utilizado fue el de Lowry (1951) de doble
concentracidén, para detectar de 0.01 a 0.1 g}l. de proteina. Se
realizdé el pretratamiento de la muestra agregando una solucidédn de
NaOH 0.2 N, y ebullendo durante 10 minutos. La técnica y materiales
utilizados se describen en el apéndice A.
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2.4.4 Respiracién.

La tasa de consumo de oxigeno se midi6 utilizando un electrodo
tipo Clark, en una pequefia cémara con chaqueta para controlar la
temperatura del experimento. La lectura de la cantidad de oxigeno
disuelto se capturé en un graficador, y en base a las pendientes
obtenidas y la velocidad de corrimiento del papel se calculd la
tasa de consumo de oxigeno.

2.4.5 PpH.

Se siguié6 el cambio de pH a lo largo del proceso con un
potencibémetro marca Corning (pHmeter 125) tomando pequefias muestras
del liquido en cada tiempo.

2.4.6 Cambios en la morfologia.

Para conocer el cambio en el largo de el tfbulo germinativo y
en los di&metros de espora e hifa, se utilizé 1la técnica de
procesamiento de im&genes, mediante el uso de el programa
denominado IMAGENIA 2000 de Biocom, el cual fue cargado en una
computadora personal 386 HP de 20 MHz y disco duro de 80 Mb. Una
descripcién mas detallada de la técnica utilizada se encuentra en
el apéndice A.

Todos los experimentos se realizaron por los menos 2 veces, Y
cada concentracién se ensayd por triplicado, tomando 30 mediciones

por concentracién, y haciendo el andlisis estadistico de los datos
obtenidos.
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Capitulo 3, Métodos tebricos.

3.1, Revisién de modelos matemiticos del crecimiento de hongos
filamentosos.

Dado ¢gue los hongos filamentosos son utilizados a nive 1
industrial, se requiere conocer a fondo su metabolismo y la forma de
controlarlo, y es por ello que se han planteado una variedad de
modelos matemdticos que describen, principalmente, el cambio de la
biomasa en el tiempo, tanto en medio liguido como en sbélido.

Se encuentran publicados varios trabajos, en los que abordan el
crecimiento individual de la hifa, tomando todos ellos como evento
principal el que ésta crece segin el siguiente esquema (Grove Yy
Bracker, 1970):

El material necesario para 1la creacién de nueva pared
(polisacéridos y enzimas 1liticas) se acumulan en estructuras
denominadas "vesiculas", las cuales son creadas en el reticulo
endoplasmico y transportadas a lo largo de la hifa gracias a el
gradiente de potencial gque existe normalmente en 1la hifa en
crecimiento; estas vesiculas son acumuladas en una estructura
denominada spitzenkbrper (visible al microscopio), de donde son
distribuidas hacia la punta, incorpordndose a la pared, y provocando
con esto la elongacién axial de la hifa. A continuacién se explica
esquemiaticamente el proceso:
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Capitulo 3. Mé&todos tebricos.

Uno de 1los primeros trabajos de descripciédn matem&tica del
crecimiento de los hongos filamentosos es el de Trinci (1971), en el
cual define que la tasa radial de crecimiento (Kr) para una colonia
fingica creciendo sobre una superficie s6lida puede expresarse en
términos del paré&metro longitud de la zona de crecimiento (w), la
cual es caracteristica de cada especie y depende de la longitud de
las hifas distales, que son las primeras que tienen contacto con la
zona no colonizada; y de la tasa especifica de crecimiento (a)
alcanzada por éstas hifas, la cual tiene un valor igual al medido en
cultivo sumergido. Esta es 1la primera descripcién basada en
parmetros microscépicos capaz de explicar la respuesta del micelio
a la composicién del medio, ya que observé que la zona periférica de
crecimiento varia de tamafio segGn la concentracién de fuente de
carbono suministrada, esto es, a viene a ser un anidlogo de la tasa
especifica de crecimiento tradicional (u), pero que puede obtenerse
a partir de mediciones fisicas como lo son la velocidad de
crecimiento radial y la longitud de las hifas distales.

En una publicacién posterior, Steele y Trinci (1975)
propusieron que u es proporcional al cociente entre Kr y la longitud
de la unidad de crecimiento de 1las hifas, G (6 HGU), tomada ésta
como la proporcién entre la longitud total de las hifas y el nGmero
de puntas del micelio. Es decir:

U = Kr/G

También se han hecho aproximaciones a 1la morfologia que
presenta el &pice de la hifa, la cual, por su forma puede ser
descrita por un semielipsoide de revolucién (Trinci y Saunders,
1977), siendo descrita la tasa especifica de expansidén de la pared
por la cotangente del &ngulo de posicién, referido a la posicién
horizontal de elongamiento de la hifa. Mas adelante introducen como
variable 1la rigidez de la pared como factor determinante de 1la
curvatura que adquiere 1la hifa, derivando una expresién para
calcular esta rigidez, la cual es dificil de obtener
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experimentalmente (Trinci y Saunders, 1979)

Prosser & Trinci (1979) proponen un modelo gue describe 1la
elongaciébn, septacién y ramificacién de las hifas en su fase
exponencial de crecimiento, mediante 1la descripci6tn de eventos
intracelulares de la teoria vesicular para la creaci6tn de nueva
pared; ésto lo toman en cuenta proponiendo que, cuando se acumula
cierta cantidad de Qesiculas, surge un compartimento (el cual no
tiene andlogo en 1la realidad) y mediante &l se describen 1los
procesos de germinacibén, septacién controlada por el tiempo de
duplicaciébn y ramificacién. No toman en cuenta la composicién del
medio.

Dentro de este mismo esquema vesicular es planteado, algunos
afios mas tarde, un modelo de simulacién morfolbégica
(Bartnicki-Garcia, 1989), el cual es capaz de mostrar en pantalla la
germinacién y elongacién de una espora. Esto se logra utilizando 1la
cotagente de la coordenada en x por la relaciédn de la velocidad de
desplazamiento del spitzenkorper entre el nGmero de vesiculas
lanzadas, razén que arroja un nGmero, el cual es la distancia entre
el spitzenkébrper y el &pice de la hifa. Utilizan microfotografias
para calcular experimentalmente esta distancia, y a esta funcién
trascendental que derivan la denominan hiploide, diferenciandola asi
de lo propuesto por Trinci y Saunders (1977).

Un modelo mas reciente que describe el crecimiento de una hifa
es el de Aynsley, Ward y Wright (1990). Proponen que la hifa se
puede aproximar como un reactor tubular que se autoelonga en uno de
sus extremos, gracias a que existe un transporte de nutrientes a
través de toda su superficie, los cuales son transformados en
precursores en su interior y transportados hacia el &pice, donde
mediante una reaccidén (Michaelis-Menten) son transformados en
biomasa. Promediando para el volumen describen el crecimiento en el
reactor. Utilizan el procesamiento de imagenes para obtener los
parametros de 1longitud que requiere su modelo, siendo ésta una
descripcién mejorada de lo propuesto por Prosser y Trinci (1979).
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Existen también autores que tratan de describir el crecimiento
de la colonia en medio s6lido. Uno de lo modelos propuestos es el
descrito por Edelstein (1982) en el cual plantea una propiedad
promedio, la distribucién de densidad de hifas, como su variable
principal. Utiliza términos para tomar en cuenta la interaccién
entre las puntas, muerte y la creacién de nuevas puntas. Este modelo
puede describir la densidad de biomasa indiferenciada en toda la
colonia en el medio de agar, pero no toma en cuenta la influencia de
la composicién del medio en el crecimiento.

Otro modelo que describe el crecimiento de una colonia en
medio s6lido es el propuesto por Georgiou & Shuler (1986) en el
cual toman en cuenta la composiciédn del medio al plantear balances
de materia tanto de nutrientes como de biomasa, adem&s de tomar en
cuenta variables tales como muerte, rendimiento del sustrato,
coeficiente de mantenimiento y diferenciacién, utilizando cinéticas
de saturacién para las reacciones de consumo. Sin embargo tal y
como lo mencionan los autores su modelo es dificil de modificar por
lo complicado de medir ciertas variables que proponen tales como la
cantidad de biomasa diferenciada (conidiéforos, esporas y masa
vegetativa) y los gradientes espaciales de los sustratos en 1la
placa de agar. Su modelo permite explicar la diferenciacién celular
en términos de gque se presentan limitaciones de tranferencia de
sustrato en el entorno de la hifa.

Mitchell y col. (1991) se basan en el modelo de Georgiou y
Shuler (1986), modific ndolo en cuanto a que simplifican la biomasa,
pero introducen trminos para tomar en cuenta la excrecifn de
enzima, su difusiln y accilfn dentro de la matriz sAlida, la difusifn
del producto hacia la biomasa, y la transformaciln de este sustrato
en nueva biomasa. Este modelo no toma en cuenta la fase de retardo,
es decir la germinacilAn, y empiezan sus simulaciones a las 20 horas
de arrancado el proceso, ya gue hasta este tiempo es posible
detectar actividad enzim tica extracelular.
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3.2, Procesamiento de Im&genes para el seguimiento del crecimiento
de los micelios,.

En los fGltimos afios se ha planteado el uso de una nueva
herramienta, el Procesamiento de Im&genes y la automatizaci6bn de 1la
adquisicién de datos para 1la descripcién y modelamiento del
crecimiento de micelios en cultivo sumergido, principalmente, ya que
los datos obtenidos reflejan fielmente 1los cambios que estan
ocurriendo en el medio, complet&ndose la informacién quimica con la

morfolbgica. Dentro de los trabajos de descripciébn y puesta a punto
de técnicas de anédlisis se tienen los siguientes:

Packer y Thomas (1990) comparan, dentro del procesamiento de
im&genes, el uso de un sistema de adquisicibén automitica de datos
contra la técnica manual, encontrando que la primera es mas réapida,
pero tiene un error mayor. Esto sugiere que es necesario trabajar
en los algoritmos de adquisicién si se desea que esta técnica pueda
ser utilizada en el control en linea de las fermentaciones.

Una de las caracteristicas de la fermentacién sumergida que se
ve mas afectada por la morfologia de los micelios es la reologia,
por 1o que el seguimiento de la forma de crecimiento del micelio en
el transcurso de la fermentacibén seria de gran ayuda para predecir y
tratar de controlar la viscosidad. En este sentido el trabajo de
Wiebe y Trinci (1991) pone a consideracidn el gque la tasa de
dilucién, relacionada directamente con la concentracién de
nutrientes en el medio, provoca, de manera completamente medible con
el procesador de imdgenes, un cambio en 1la HGU (unidad de
crecimiento de la hifa) la cual es la longitud promedio de la hifa
asociada a cada punta dentro del micelio, y la cual va a estar
determinando el grado de ramificacién. Encuentran gque al aumentar la
tasa de dilucidén aumenta el di&metro y la HGU, pero el 1largo
principal permanece constante. Las variaciones en 1la morfologia
pueden ser obtenidas en poco tiempo, pudiéndose hacer predicciones
paracontrolar la viscosidad de la fermentaciédn.
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Otra aplicacién préctica al procesamiento de im&genes de
micelios es el propuesto por Packer y col.(1992), los cuales miden
el &rea total del micelio, el &rea de la regidn citopiasmética y el
di&metro promedio de hifa, para con esto calcular el volumen celular
y la biomasa. Con este método es posible calcular confiablemente
concentraciones de micelio (biomasa) en el rango de 0.03 a 38 g/L,
aGn en presencia de s6lidos en concentraciones arriba de 30 g/L.
Esto tienen una enorme ventaja sobre los métodos tradicionales de
medicién colorimétrica de biomasa, gue generalmente requieren de 1la
transparencia de la muestra.

En cuanto al modelamiento del crecimiento y la morfologia de
microorganismos filamentosos, el trabajo mds recientemente
publicado, en medio sumergido, es el de Yang, Reichl y Gilles
(1992), el cual es un modelo probabilistico que describe el
direccionamiento espacial de la hifa y sus ramificaciones, llegando
a describir la morfologia a tiempos que ya no es posible seguirla
microscdédpicamente, cuando han formado un "pellet" (aglomerado de
micelio de forma esférica). Su modelo fue construido a partir de los
datos obtenidos con un procesador de imdgenes, con los cuales
pudieron basarse en el hecho de que los &ngulos de crecimiento de
las puntas y de las ramas estan normalmente distribuidos. Cabe notar
que el volumen de experimentacién wutilizado es de apenas 2
mililitros, lo cual es otra de 1las ventajas del sistema que

utilizaron. Sin embargo, no toman en cuenta la composicidén del medio
de cultivo.

Recientemente, Viniegra-Gonzdlez et al. (1991, 1992) han
propuesto un modelo que relaciona los aspectos microscépicos con los
macroscdpicos de la siguiente manera. Se considera que la velocidad
especifica de crecimiento esta dada por la relacién siguiente

Ur =

pmax (X + Xc) [ 1 - X ]n ]

2X Xm

En donde umax es 21n2(Vr/Le), Vr es la velocidad de extensién
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radial (Kr de Trinci), L. es la longitud promedio de las hifas de
todo el micelio, Xc, cantidad de biomasa cuando las primeras hifas
est&n a punto de dividirse, Xe es la cantidad m&xima de biomasa y N
es el exponente de la funciédn inhibitoria del crecimiento. Este
modelo permite ajustar las curvas de crecimiento de los micelios con
mejor precisién y flexibilidad que el modelo 1logistico usual, y
permite evaluar los par&metros macroscdpicos en funciébn de otros de
tipo microscé6pico, como el nGmero de esporas germinadas No., el
didmetro de las hifas D y los valores de Vr y Le antes definidos.
Por ejemplo: Xc = No(H/4)D21» p.

Este tipo de modelos permite correlacionar los datos obtenidos
por medio del procesamiento de im&genes, para estimar directamente
D, Vr y Lo y, en consecuencia, calcular pmax Y Xe¢, dejando solamente
X y N como parametros 1libres para ajustar 1las curvas de
crecimiento. Si a su vez, el valor de X se pudiera medir por algGn
método 6ptico o qguimico, quedaria solo por estimarse el valor de N,
en funcidén de las curvas de respiracién, como ha sido propuesto por
Oriol y col., (1988) o por Saucedo Castafieda y col., (1990).

Por lo tanto, esta metodologia de modelamiento permite evaluar
en forma microscbépica, mediante procesamiento de imagenes, 1los
valores de 1los parametros béasicos del crecimiento miceliar vy
determinar sus relaciones con las condiciones ambientales, por
ejemplo: temperatura, actividad de agua (aw), pH, oxigenacién,
potencial redox, entre otros.

3.3. Definiciones béasicas: Factor de rendimiento, tasa especifica
de crecimiento y demanda biolégica de oxigeno.

El crecimiento de los microorganismos, y la utilizacién que
realizan de los componentes del medio pueden ser expresados mediante
relaciones entre el consumo de sustrato y la cantidad de biomasa
generada. Existen definidos 2 paramentros béasicos para 1la
descripcidn del crecimiento celular: El1 factor de rendimiento del
sustrato (Y), el cual indica la eficiencia de utilizacién de 1la
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estructura carbonada, y la tasa especifica de crecimiento (u), que
es la razbébn porcentual de crecimiento por unidad de biomasa, v&lido
para la zona de crecimiento exponencial. Los valores gque asuman
estas constantes pueden ser utilizados para conocer y comparar el
efecto de diferentes sustratos, asi como diferentes composiciones
del medio sobre el crecimiento.

Todas las expresiones que se presentan fueron establecidas para
el crecimiento microbiano, las cuales consideran, de manera medular,
que las reacciones que se llevan a cabo siguen una cinética tipo
Michaelis-Menten y dque el crecimiento se encuentra en su ' fase
exponencial. Dado que en la germinacidén puede observarse una fase
exponencial, se propone que estas expresiones pueden utilizarse para
describir esta etapa, modificando ciertas variables para considerar
el crecimiento miceliar, como lo es el cambio en la longitud del
tGbulo germinativo, el cual es muy sencillo monitorear con un
sistema de procesamiento de imé&genes.

3.3.1 Factor de rendimiento.

Los mohos pertenecen al grupo de organismos gque se denominan
quimioorganotréficos, lo cual significa que requieren del carbono de
los compuestos orgénicos para construir su material celular, ademéas
de utilizarlos como donadores de electrones para producir energia
(Pirt, 1975).

El carbono consumido se reparte entre 2 funciones principales:

1.-Constituyente estructural de la biomasa.

2.-Combustible para la respiracién:

-Energia para la biosintesis.
-Energia de mantenimiento.

Existen numerosos compuestos orgédnicos gue pueden ser
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utilizados por los mohos, present&ndose generalmente preferencias
por los azficares simples, de r&pida utilizacién, dado que éstos no

requieren de acciones enzimaticas de rompimiento previas a su
consumo. -

De manera general se puede conocer, cuantitativamente, el
aprovechamiento gque se est& dando de un sustrato mediante el célculo
del factor de rendimiento de crecimiento (Y), el cual es la razbén
entre el incremento de biomasa (Ax) y el consumo de sustrato

observado (As), (Pirt, 1975), siendo expresado, cuando el limite de
As tiende a cero, por:

Y = - ax (3.1)

Si se mantienen 1las condiciones del medio constantes, el
coeficiente de rendimiento también es constante y reproducible
(Monod, 1942), pudiéndose calcular Y por:

X - X = Y(So - 8) (3.2)

Para condiciones de limitacién de sustrato, cuando el cultivo

alcanza su concentracién de biomasa maxima posible (xm), el sustrato

tiende a cero, Yy el coeficiente de rendimiento puede
calcularse, graficando xm Vs. So, como la pendiente de la ecuacién:

Xm — Xo = ¥So (3.3)

Cuando un mismo compuesto es utilizado tanto para proveer de

carbono como de energia (crecimiento y mantenimiento) el balance de

sustrato puede ser expresado de la siguiente manera:

AStotal = AScelular + ASenergia (3.4)

dividiendo entre la biomasa producida:
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AStotal = AScelular + ASenergia

Ax Ax Ax (3.5)

se obtiene la expresién matem&tica en término de los coeficientes de
rendimento:

Y = Ve T TV (3.6)

A su vez se tiene que el sustrato utilizado para producir
energia tiene 2 funciones principales: Crecimiento y mantenimiento,
lo cual puede expresarse de la siguiente manera:

1 — 1 + Me
Ye Ycrec. o

(3.7)

Donde Ye es el rendimiento total del sustrato utilizado en
generar energia, Ycrec. es la cantidad que se utilizé para generar
biomasa, me es el sustrato gastado en el mantenimiento celular y u
es la tasa especifica de crecimiento. El1 término de mantenimiento se
refiera a la cantidad de sustrato que va a generar energia para
funciones diferentes a la sintesis de biomasa, tal y como puede ser

la regulaciédn de la presidn osmdtica y el transporte de material
celular (Pirt, 1975).

Para poder utilizar la ecuacién 3.6 es necesario conocer las
cantidades de sustrato que se utilizé en cada término, para lo cual
se puede utilizar 1la ecuaciébn empirica para A4Aspergillus niger
propuesta por Raimbault (1981) para estimar la cantidad de sustrato
que fue utilizado en la biomasa, y la cual es la siguiente:

0.65 CeH1206 + 0.84 (NH4)2S04 + 30.4 H20 ———— CsHo9. 7204. 32No. 84
+ 33.6 H20

Con esto y la ecuacién 3.7 el valor de me se calcula como la
pendiente de la recta que resulta de graficar 1/Ye vs. 1/u.
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3.3.2 Tasa especifica de crecimiento.

Cuando las condiciones del medio son tales gue permiten el
adecuado desarrollo de los microorganismos, é&stos crecen de manera
proporcional a la cantidad inicial de biomasa presente, de manera
gue el crecimiento puede ser descrito por:

dx
at T #x (3.8)

Si u es constante, la integracién resulta:
In x = 1n Xo + ut (3.9)

Donde X es la biomasa, X la biomasa inicial y g en la tasa
especifica de crecimiento, la cual indica el porciento especifico
(por unidad de biomasa) de aumento de la biomasa en el tiempo (Pirt,
1975) .

Con la expresifén 3.9 puede ser calculado el valor de u, el cual
va a ser la pendiente de la recta resultante de graficar 1ln x vs. t.

Se ha observado experimentalmente que el valor de p permanece
constante para un amplio rango de concentraciones de sustrato (Pirt.

1975), pudiéndose describir su cambio mediante la expresién de Monod
(1942), la cual tiene la siguiente forma:

_ _Hmax S
H = &+ (3.10)

Siendo umax la tasa especifica de crecimiento alcanzada cuando
S»Ks, Y Ks es la constante de saturacién, la cual estdinversamente
relacionada con la afinidad del microorganismo por el sustrato.

3.3.3 Demanda biolbgica de oxigeno.

En los sistemas biolbégicos aerbbicos el oxigeno actua como el
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aceptor final de los electrones de las moléculas que son utilizadas
como combustible. En el caso de la glucosa se conoce la reaccién
estequiométrica (Lehninger, 1975), la cual es:

CeH1206 + 36P1 + 36ADP + 602 ———— 6CO02 + 42H20 + 36ATP (3.11)

De esta ecuaciébn se conocen que se requieren 12 moles de
oxigeno para oxidar una mol de glucosa, por lo que se puede hacer la
conversiébn a gramos, para con esto conocer la demanda biolbgica de
oxigeno (DBO), que va a ser, de esta manera, los gramos de 02 que se

requieren para oxidar completamente un gramo de glucosa, Yy cuyo

mg O2
valor es de 1.067 79 glucosa

3.3.4 Descripcibén del consumo de sustrato y de oxigeno.

El aumento de biomasa que se observa en un cultivo se debe a la
utilizacién y transformacién de los sustratos disponibles,
pudiéndose monitorear la cinética de consumo del sustrato carbonado
con relativa facilidad en la mayoria de 1los casos; la biomasa

también puede ser cuantificada, directa (peso seco) o indirectamente
(proteina).

Durante la fase de crecimiento exponencial se tiene un réapido
consumo del sustrato carbonado, el cual puede ser descrito por una
curva de la forma de decaimiento exponencial, y que esté relacionado
con la biomasa, representada por la tasa especifica de crecimiento
(), y con 1la eficiencia de utilizacién del sustrato (Y), por 1lo
cual el consumo puede ser descrito por la expresidn siguiente:

ds _ 1}
at - Ycelx + MeXx (3.12)‘

’

Y de 3.9 tenemos que:
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x = xoeMt (3.13)
La ecuaciébn 3.12 puede ser expresada por:
_4das _ uxo _ut ut
3t Voo © + mMmeXoe (3.14)
Integrando con 1la condicién de que en t = 0, S8 = So, Y
reacomodando resulta:
Sr _ - ut - 1 Me
-, =1 X [ e 1 ] [ Yoo: T m ] | (3.15)

Con esta expresidtn pueden ajustarse las curvas obtenidas para
el consumo de glucosa y se puede estimar el valor de u, y compararlo
con lo obtenido mediante la ecuacién 3.9, pudiéndose establecer con
esto, de manera global, el grado de acoplamiento que existe entre
consumo de sustrato y sintesis de biomasa.

El consumo de oxigeno (tasa de respiracién) depende del
sustrato consumido y de su estequiometria de utilizacidén, lo cual
puede ser expresado, para la zona exponencial, como:

dt (3.16)

= M ut
at - DBO [ Yce-l'- Me ] Xoe (3.17)
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(3.18)

O2r _ DBO Xo 1 4+ e e“t
Oz [oFY! Ycel u

La tasa de respiracién va a depender, en la fase exponencial,
de la tasa especifica de crecimiento y de 1los factores de
utilizacién del oxigeno (DBO) y de rendimiento de la glucosa (Ycel).

3.4. Elongaciétn de la hifa.

Durante la germinacién el crecimiento de la hifa, en términos
del incremento axial, puede ser descrito en funcién de una constante
por la longitud, de la siguiente manera:

dL
—d—t-= kL L (3.19)
ConL =10 a t = to:
InL =1ln 1o + kL t (3.20)

Por lo cual la tasa especifica de elongacién (kL) puede ser
estimada de la recta que resulta de graficar ln L vs t, siendo kL la
pendiente. Este valor va a servir para comparar el efecto del medio
sobre el crecimiento, dado que una menor tasa de elongacién va a
significar que la sintesis de pared se vié disminuida, aunque es
claro que también debe ser considerado el diametro de la hifa para
con esto conocer el cambio total de A&rea.
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Capitulo 4. Resultados y discusién.

INTRODUCCION

En este capitulo se presentan y analizan 1los resultados
obtenidos en lagerminaci6én de Aspergillus niger CH4. Se muestra en
primer lugar los resultados experimentales, compar&ndolos con lo
publicado, y estableciendo gué tanto concuerdan con la teoria.

En segundo lugar se utilizan los resultados para establecer qué
tanto se ajustan a las ecuaciones de consumo Yy produccibén
establecidas para el crecimiento microbiano, tales como 1las
expresiones propuestas por Monod (1942) y Pirt (1975), dado que el
sistema estudiado es de esa naturaleza. Adem&s, se obtienen los
pardmetros de crecimiento para facilitar el andlisis del efecto de
la composicién del medio sobre el proceso de germinacién, pudiéndose
hablar, dentro de los limites metodolégicos, de cambios
cuantitativos en la respuesta fisiolégica del micelio.

Por Gltimo, se utiliza la longitud de la hifa en vez de la
biomasa, para encontrar el parametro de tasa especifica de
crecimiento (elongacibén), dado que en este sistema es mas féacil de
medir la geometria del micelio que su composicidn, y utilizando el
hecho de que ésta estad relacionada con 1la cantidad de biomasa.

4.1 Porcentaje de germinacidén.

Los primeros experimentos realizados fueron los de cuantificar
el porcentaje de germinacién alcanzado en cada una de las
concentraciones de glucosa utilizadas, esto con la finalidad de
conocer la concentracidén inferior de glucosa que permite que el
proceso de germinacién se lleve a cabo. Cabe aclarar que al hablar
de concentracién (o nivel) de glucosa se refiere, a menos que se
especifique otra cosa, a la mezcla glucosa-urea-sulfato de amonio
(C/N=5), pero se toma a la glucosa como referencia. En este
experimento se contabilizaron el nGmero de esporas que pudieron
romper el periodo de latencia.

'Se utilizé adem&s un medio sin solucién de glucosa, pero si con
oligoelementos y extracto de levadura, para conocer la importancia
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de los elementos que se estaban limitando. El resultado fue que si
se present6 la germinaciébn, pero en un bajo porcentaje (<5%), por lo
que se puede afirmar que el suministro ex6geno, en cantidades
suficientes, de sustancias que se utilicen como fuente de carbono y

de nitr6geno, son indispensables para la germinacién de las esporas
de esta cepa.

También se utilizé un medio gue contenia exclusivamente glucosa
(1 g/L) y agua destilada, encontrando que 1la germinacién no
prbcedia, lo cual indica que se requiren de los otros componentes
del medio, sin llegar a determinarse, en é&ste trabajo, cuales de
ellos son los mas importantes. No se hicieron experimentos, del tipo
dise$o factorial, para conocer el nivel de requerimiento de cada
uno, sin embargo, se puede tener una buena referencia de cuales son
stos compuestos revisando el trabajo de Yanagita (1957), en el cual
establece gque el medio minimo gque sustenta el 100% de la
germinacién, est compuesto por glucosa (20 g/L), L-alanina &
L-prolina (200 mg/L) y amortiguador de fosfatos 0.06 M a pH 6. Es
decir, fuente de carbono, un aminodcido no sintetizable o que no se
encuentran en sus reservas, y foésforo.

Se puede apreciar en la figura 4.1 la variacién promedio (3
experimentos) del porcentaje de germinacién, en cada uno de los
niveles de glucosa inicial wutilizados, durante las primeras 11
horas. Se tiene que durante las primeras 5 horas préacticamente no
hay diferencia en el porcentaje de todos los niveles, para después
notarse que el nivel de 10 g/L se queda atrias hasta las 7 horas,
tiempo a partir del cual rebasa a todos los niveles.

La razén de que el nivel mas alto de concentracién requiera mas
tiempo para iniciar el proceso puede ser explicado si se considera
que, el haber mas sustrato disponible, es posible sintetizar una
mayor cantidad de moléculas precursoras antes de ser lanzado el
tibulo germinativo, y es por eso que, una vez que este evento tiene
lugar, la cantidad de pared sintetizada es mayor que en cualquiera
de los otros niveles.
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FIG. 4.1 PORCENTRJE DE GERMINACION DE R.niger CHA4.
Efecto de la concentracion inicial de glucosa

La concentracién de 0.01 g/L es ya muy baja, y solamente
permite la germinacién de un 20% de la poblacidn.

En todos 1los niveles, excepto en 0.01 g/L, las curvas de
germinacidén presentan un comportamiento sigmoidal, al igual que en
los trabajos de Yanagita (1957) y de Ohmori y Gottlieb (1965), con
una zona de retardo, una exponencial, Y finalmente un
desaceleramiento que culmina en meseta. Las curvas indican que el
tiempo requerido para la adaptacién al medio (deteccién de 1la
composicién del medio y sintesis de precursores esenciales, tales
como el ARN (Hollomon, 1970)), es de aproximadamente 5 horas (zona

de retardo), para después dar paso, entre las 5 y 6 horas, al
comienzo de la fase exponencial de la germinacién.
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El desaceleramiento comienza a las 6 horas para el nivel de
0.01 g/L, ocasionado por la falta de sustrato, como lo indica el
anflisis de glucosa residual realizado (fig.4.2), y el hecho de que
todavia queda un porcentaje de la poblacién sin germinar. Para el
resto de los niveles el desaceleramiento comienza alrededor de las 9
principalmente debido a que, en las concentraciones m&s altas (1
y 10 g/L) casi el 100% de la poblaciébn ya ha germinado.

El porcentaje de germinacién que se obtiene a las 11 horas es
el final, ya que se observa que, a partir de esta hora, comienza a
aparecer la primera. ramificacién en 1la mayoria de las hifas,
empezando con esto la transicién hacia la fase de crecimiento
vegetativo, observandose lo mismo para todos los niveles.

La germinacién no procede si se colocan las esporas en agua
destilada, lo cual indica que, efectivamente, las reservas endbgenas
de sustrato no son suficientes para sostener el proceso de
germinacién, por lo que la ausencia de fuentes de nutrientes en el
- medio constituye una sefial negativa, conservandose la espora en
etapa de latencia.

Por pruebas con diferentes concentraciones iniciales de
sustrato se puede establecer que el limite inferior de concentracién
de glucosa (C/N=5) gque permite gque un pequefio porcentaje de 1la
poblacién germine (<10 %) es de 0.001 g/L. Abajo de esta
concentracidén ninguna espora presenté, durante 24 horas que fue

monitoreado el experimento, ni el hinchamiento ni el tabulo
germinativo.

4,2 Consumo de glucosa.

La figura 4.2 muestra, de manera adimensional, el consumo de
glucosa para cada uno de los niveles iniciales utilizados.
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FIG. 4.2 CONCENTRACION ADIMENSIONAL DE GLUCOSA EN EL MEDIO
C . . Coe

Se puede apreciar que, durante las primeras 4 horas, no se

- tiene consumo apreciable de glucosa en ninguno de los dos niveles de

concentracién inferiores, lo cual coincide, a su vez, con la baja o
nula deteccidn de respiracién durante este periodo (fig. 4.3). En

este tiempo es probable que se esté dando la utilizacién de 1las

reservas energéticas de la espora (Ohmori y Gottlieb, 1965), pues se
sabe que en esta etapa de la germinacién ya ha empezado la actividad
metabélica (Hollomon, 1970).

En los 2 niveles menores (0.01 y 0.1 g/L) se observa el
agotamiento acelerado de 1la glucosa a partir de 1las 4 horas,
quedando a las 8 horas menos del 20% de la concentracién inicial,
mientras que para los 2 niveles mas altos (1 y 10 g/L), aln queda
mads del 60% (no se presentan datos para 10 g/L dado que el error
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inducido por la dilucib6bn que se requeria para poder utilizar 1la
misma técnica analitica en todos los niveles era demasiado grande).

El consumo de glucosa para el medio de 1 g/L se presenta mas
temprano, lo cual puede significar que las reservas endbgenas no son
utilizadas, sino gque se aprovecha 1la fuente externa desde el
principio. Al comparar las factores de rendimiento (tabla 4.8.1) se
puede notar que es menor que el de los niveles mas bajos de glucosa.

En medio con 10 g/L se presenta un comportamiento similar en
cuanto a gque el sustrato interno no es utilizado, dandose una
importante entrada de material a la espora, estando ésto evidenciado
por el mayor hinchamiento inicial de las esporas que son colocadas
en este nivel de glucosa.

La forma de las curvas describen un decaimiento exponencial,
ajusténdose a 1la ecuacién_3.13, lo que concuerda dentro del esquema
de que la glucosa consumida es r&pidamente utilizada, tanto para el
crecimiento como para el mantenimiento de las funciones celulares.
Como consecuencia de este consumo de sustrato se presentan los
signos de su utilizacién, los cuales son el aumento en la tasa de
respiracién y la aparicién de productos extracelulares &cidos, tal
como se aprecia en las curvas de tasa de respiracién (fig 4.3) y la
caida del pH (fig.4.5).

4.3 Tasa de respiracion.

No obstante que se utilizé la misma concentracién inicial de
inéculo en todos los medios, se puede apreciar (figura 4.3) que la
tasa de respiracién depende directamente de la concentracidén inicial
de glucosa, teniéndose que, a baja concentracién, la respiracidn
es muy baja y practicamente constante.

A partir de las 6 horas, la respiracién aumenta
exponencialmente en la concentracién de 1 g/L de glucosa inicial (o
mas), pero esta tendencia se detiene a las 9 horas, no obstante que
todavia queda alrededor del 60% del sustrato inicial.
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FIG. 4.3 TASA DE RESPIRACION

Este desaceleramiento coincide con el fin de la etapa de
germinacién, ya que aproximadamente a las 11 horas, en todos los
niveles de glucosa, empiezan a observarse las primeras
ramificaciones. E1 hecho de que en este rango de concentraciones de
glucosa sea el tiempo lo gque controla el paso de una etapa
(germinacién) a otra (crecimiento vegetativo) es muy interesante,
dado que pudiera estar indicando que lo que marca el ritmo es un

cierto nGmero de duplicaciones realizadas, y no la concentracién de
glucosa en el medio.

La tasa de respiracién observada en los medios de 0.1 y 0.01
g/L casi no presentd cambios, siendo de hecho constante, aGn cuando
si habia germinacién, 1lo cual se relaciond a que se estaba
observando el fenbmeno de acoplamiento energético, en el cual se
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optimizan 1las funciones celulares, aprovech&ndose al méximo el
sustrato carbonado, como se puede ver mas adelante en la tabla
4.8.1.

4.4 Sintesis de proteina,
La proteina presenté6 diferencias segGn la concentracién inicial
de glucosa utilizada, como se nota la fig.4.4.
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FIG. 4.4 CAMBIO EN LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Se aprecia que, para las concentraciones de 0.01 y 0.1 g/L casi
no hubo aumento de proteina, presenténdose un comportamiento andlogo
al de la tasa de respiracién, por lo que se puede afirmar que el bajo
contenido de sustrato del medio no permite que sea sintetizada 1la
cantidad de biomasa maxima potencial de que son capaces las esporas
al germinar, sin embargo, como se puede apreciar en la tabla 4.8.1.
se presenta una mejor utilizacién del sustrato carbonado.
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Para 1 g/L, la proteina presenta un comportamiento exponencial
de las 8 a las 10 horas, lo cual puede ser expresado mediante 1la
ecuacién 3.8, que representa el

aumento exponencial de 1la

biomasa,pudiéndose encontrar, de esta manera el valor de la tasa
especifica de crecimiento (de germinacién), que va a dar una idea
global de la velocidad del proceso segGn la concentraci6én inicial de

sustrato, lo cual se presenta en la seccién 4.8.1.

Se quiso probar que tan confiable era el método de medicién de
proteina utilizado (Lowry doble), por lo que se hizo la comparacién,
para 1 g/L de glucosa inicial, con el método del cambio en el peso
consideréndose que el 40% del peso seco era proteina. la
comparacién se muestra en la figura 4.4.1.

seco,

200

l

160 | O POR PESO SECO

140 A POR LOWRY DOBLE

1201

100

80

CONCENTRACION DE PROTEINA ( g/ml)

1 2 3 4 5 §) 7 8 9 10
TIEMPO (HRS)

FIG 4.4.1 COMPARACION DE METODOS DE MEDICION DE PROTEINA
1 g/L de glucosa inicial
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Se aprecia que es confiable hasta las 8 horas, para después
" alejarse las curvas, y ser mayor la proteina detectada por el método
de Lowry doble. -

Esto puede deberse a varias razones, una de las cuales es que,
segin avanza la germinacién, las esporas con su tGbulo ocupan mayor
espacio, alejandose unas de otras, teniéndose menos esporas por
mililitro muestreado, con lo cual el peso va a disminuir por unidad
de volumen, causando esto un error experimental mayor. Otro factor
e que con el peso seco estamos considerando un porcentaje de
proteina fijo (40%), lo cual no es del todo correcto, pues se sabe
que éste varia con el estado fisiolégico del micelio (Sheperd,
1956) . En nuestro caso se tiene gque, para las primeras horas, el
porcentaje inicial de protefina en peso seco si estd alrededor del
valor de 40%.

Yanagita (1957) realizd un estudio similar para la germinacién
de Aspergillus niger cepa 1617, en medio liguido. Sus resultados, ya
con el cambio apropiado de unidades para poder hacer la comparacién,
se muestra figura 4.4.2. En este trabajo se detecta un aumento en el
peso seco antes que en la proteina, entre las 0 y 3 horas, lo cual
lo atribuye a la sintesis de purinas y piridimidas, y de A&acidos
nucléicos y polipétidos entre las 3 y 6 horas. Este cambio en el
peso difiere de lo encontrado en nuestros experimentos (fig 4.4.1),
en los cuales el aumento en peso seco y proteina (medida por Lowry
doble) se da simultaneamente. Esto pudiera deberse a la diferencia
de los métodos cuantitativos utilizados.
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O peso 8$eco + Proteins
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Fig. 4.4.2 . Resultados de Yanagita (1957).

Siguiendo con la idea del peso seco, Ohmori y Gottlieb (1965)
encuentran que el peso no solo no aumenta, sino que disminuye durante
la primera hora, lo cual lo atribuyen a el consumo de las sustancias
de reserva. Concluyen que 1la Dbiosintesis que se observa
posteriormente es preferentemente de proteina enzim&tica, y no de
proteina estructural, 1lo cual estd indicando que se da el
aprovisionamiento de enzimas, lo cual es légico si se considera que
la sigquiente étapa, el crecimiento vegetativo, se caracteriza por ser
de elevada sintesis de biomasa indiferenciada.

En el sentido de la disminucién de peso, en nuestrao trabajo no
se obtuvieron datos de peso seco o proteina a tan temprana hora,
pero, por el procesamiento de imagenes se pudo observar una ligera
reduccidn en el di&metro de las esporas en la primera hora, para
después pasar a un hinchamiento, proporcional a la concentracién
inicial de glucosa, tal y como fue observado por Campbell (1971), Yy
que se muestra en la tabla 4.6.1 para los diametros de espora
finales obtenidos para cada nivel de glucosa. Esta disminucién
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inicial de las esporas se debe, necesariamente, al reacomodo 6 a la
pérdida de materia interna, en forma de calor por ejemplo, siendo
esta Gltima opci6én la mas factible, dado la evidencia de que, en
general, durante las primeras horas del proceso no hay consumo de
sustrato externo, como lo muestra la figura 4.2.

4.5 Cambio en el pH

El pH del medio, para todos los niveles de glucosa, no muestra
cambios importantes las primeras 6 horas, para después comenzar a
descender r&pidamente, hasta bajar incluso en dos ordenes de
magnitud (de 6.5 hasta 4 6 menos) en los medios con 1g/L o m&s de
glucosa. El1 comportamiento del pH para el medio con 1 g/L se muestra
en la figura 4.5.

_N-F
\+\+

™~

6.5 +\

6.0

5.5

pH

5.0

4.5}F

4.0 1 1 1 1 ] -+
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

TIEMPO (HRS)
FIG 4.5 CAMBIO DEL pH. Conc. de glucosa 1 g/L

49




Capitulo 4. Resultados y discusién,

La caida fue proporcional a la concentracién inicial de glucosa
utilizada, lo cual est& indicando que el cambio en el pH est& muy
probablemente relacionado a productos &cidos carbonados
extracelulares.

Posteriormente se utilizaron soluciones amortiguadoras de
citrato-fosfato para corroborar el efecto del pH inicial sobre la
germinacién, encontridndose que el pH Optimo para wuna méxima
elongacién del tGbulo germinativo estaba alrededor de 5, ya que un
pH mas bajo o mas alto inhibia el proceso, presentando un retraso
importante si era utilizado un pH de 7, para medio con 1 g/L de
glucosa (fig.4.5.1).

120 — l

/
96 | OpH 4
APH 6 /////S
I OpH 6 °
72 | * sin amortiguador / .
a8 / /
7

LONGITUD ( m)

o % ¥ ¥ — 3 i 1 A
4 6 8 10 12
TIEMPO (HRS)
Fig.4.5.1. Cambio en la longitud del tubulo en funcion del

pH inicial. Medio con 1 g/L de glucosa

Este efecto del pH sobre la longitud ma&xima alcanzada por las
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hifas indica la importancia de la existencia de un gradiente redox
entre la hifa y el medio, el cual va a facilitar el transporte de
los nutrientes y iones necesarios para la elongacié6dn. También el
porcentaje de germinacién se ve afectado por el pH, inhibiéndose el
proceso, aGn en presencia de cantidades suficientes de sustrato, al
colocarse las esporas a un pH menor de 4 (Yanagita, 1957).

Las curvas de elongaciébn presentaron un comportamiento
exponencial, el cual puede ser descrito por una ecuacién de la forma
de la 3.20, por lo gue gue se procedib6 a realizar el ajuste para
encontrar la constante de elongaciétn para cada pH, y poder comparar
el efecto de cada medio sobre la longitud m&xima alcanzada y la tasa
especifica de elongacién, encontrdndose 1los siguientes valores
(Tabla 4.5.2).

Tabla 4.5.2, Valores del coeficiente de ajuste exponencial para
diferentes pH iniciales., Medio 1 g/L de glucosa .

pH 4 PH 5 pPH 6 s/amort.
kL 0.23 0.33 0.32 0.32
L.méx. 92 110 70 88

Unidades: kL = h™"; L.max = um/hifa

Como se puede apreciar, el coeficiente de ajuste (kL) es
practicamente el mismo para pH inicial de 5, 6 y sin amortiguador
(pH inicial de aproximadamente de 6.5), variando el tiempo en que
emerge el tGbulo y, por lo tanto, la longitud mdxima alcanzada, dado
que todos los niveles pasan a la siguiente etapa (crecimiento
vegetativo) al mismo tiempo. Se puede ver que, para pH 4 y 5 el
proceso comienza a las 4 horas, mientras que para pH 6 y sin
amortiguador es después de las 6 horas, esto significa que, aunque
pH 5 y 6 tienen la misma tasa especifica de elongacién (0.32), el
comenzar a elongarse pH 5 antes le permite alcanzar una mayor
longitud. Esto se aprecia mas claramente en el caso de pH 4, que es
en donde se presenta la menor tasa (0.23) y que, sin embargo, logra
alcanzar una longitud mayor que ph 6 y sin amortiguador.
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Este comportamiento, el surgimiento temprano del tGbulo, esta
indicando, a grosso modo, que la sintesis de precursores se completa
en menor tiempo en los medios con pH de 4 y 5, adem&s de poder
concluir que, dentro de éstos dos medios, el transporte activo y/o
la integraci6n de los precursores a la pared es un poco mayor a pH
5, lo que se refleja en un mayor valor de la tasa especifica de
elongacién.

Un retraso importante en el surgimiento del tdbulo se observéd
cuando se utilizé6 amortiguador a pH de 7, present&ndose fnicamente
un ligero crecimiento del tdGbulo. Este efecto est& indicando gque es
necesario, para gque se presente el crecimiento axial, que exista un
pH &cido, lo cual concuerda con el hecho de que, en medios sin
control de pH, Aspergillus niger réapidamente establece un ambiente
acido, como lo muestra la figura 4.5. Esto demuestra la necesidad de
un gradiente de potencial para el establecimiento exitoso del
micelio en medio liquido. |

4.6 Procesamiento de im&genes: Longitud hifal, di&metro de hifa y

de espora. |

Al realizar el seguimiento visual de la germinacién, se pudo
constatar el evento anterior al surgimiento, el hinchamiento de 1la
espora, el cual fue directamente proporcional a la concentracién
inicial de glucosa utilizada, teniéndose de esta manera que para el
nivel de 0.01 g/L no se presenta, de manera detectable, esta fase
(tabla 4.6.1). Este hinchamiento parece estar ligado a un incremento
en el nGmero de mitocondrias y nlcleos en la espora (Campbell,
1971) . Este menor ntmero de mitocondrias por espora pudiera explicar

la baja tasa de respiracién (fig 4.3) observada en los niveles de
dlucosa inferiores.

El cambio en 1la longitud del +tGbulo germinativo, sin
amortiguador, fue seguido durante 1las primeras 11 horas (figura
4.6), encontrando que sigue un comportamiento sigmoidal, con una
fase exponencial de las 6 a las 9 horas, para luego darse la fase de
desaceleracién, justo cuando empieza a observarse 1la primera
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ramificacién, que es el momento en gue se dejan de tomar las
mediciones.
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Fig. 4.6. Cambio en la longitud del tubulo germinativo

El andlisis estadistico de las longitudes del tGbulo germinal y
del diametro de espora muestra que si es significativa la diferencia
para cada uno de los niveles iniciales de glucosa utilizados, asi
como para el diametro de hifa. Los valores de estas variables se
muestran en la tabla 4.6.1. Al utilizar estos valores para calcular
el volumen promedio de hifa se tiene un comportamiento mas apegado a
lo encontrado con la medicién de proteina (Seccién 4.4), es decir,
que a mayor sustrato inicial hay mayor concentraciédn de biomasa, 1lo
cual estd referido a un mayor volumen.
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Tabla 4,.,6.1 Valores experimentales de la longitud de hifa, di&metro
de hifa, difimetro de espora y volumen,

Conc (g/L) 0.01 0.1 1 10

D.espora (um) 5.4 t 0.47 6.0 £ 0.59 6.2 £+ 0.72 7.2 %t 0.91

D.hifa (um) 3.0 t 0.22 3.2 ¢ 0.21 3.3 £ 0.25 3.6 t 0.21

L.hifa* (um) 92 110 130 116

Volumeg hifa 650 885 1112 -1181
(um™)

* Longitud m&xima a las 11 horas.

La grafica del cambio de volumen de la hifa en el tiempo, segln
la concentracién inicial de sustrato, se muestra a continuaciéfi en la
figura 4.6.1.
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Fig. 4.6.1 Cumbio de valumen total en la germinacion
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Se puede observar que, si bien en la figura 4.6 la longitud
promedio del nivel 10 g/L es menor que la de 1 e incluso que la de
0.1 g/L, al considerar el volumen se observa que, tal como es de
esperarse, 10 g/L es el gue mayor volumen, es decir, mayor biomasa
produce. Esto significa que la longitud no es el fGnico parémetro
morfométrico de importancia a considerar, sino que también el
difmetro de la hifa va a ser ajustado segGn las condiciones del
medio, con lo cual se va a poder ajustar la superficie de transporte
de la hifa y con esto optimizar la utilizacién del sustrato.

A continuacién se presenta, para 1 g/L de glucosa, una serie de
im&genes que muestra la evolucién de la germinacién. Para cada hora
fueron analizadas de 25 a 30 hifas, por lo que las hifas que se

muestran se buscd que fueran lo mas representativas posibles del
promedio.
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4.7. Tratamiento de los resultados: Factores de rendimiento.

Con los datos obtenidos se hizo el balance entre glucosa
consumida (fig.4.2) y tasa de respiraci6bn (fig.4.3) con la proteina
producida (fig.4.4) para con esto conocer el rendimiento global de
estos sustratos (glucosa y oxigeno), para cada medio, utilizando
para ello las expresiones 3.2 y 3.3, segn el caso, con o sin
limitacién de sustrato, y las cuales son:

X = Xo = Y(So-8S) (3.2)
Xm - Xo = ¥YSo (3.3)

presentindose resultados para 0.01, 0.1 y 1 g/L en la tabla 4.7.1.

Tabla 4.7.1. Factores de rendimiento de glucosa y oxigeno para
1, 0.1 y 0.01 g/L de glucosa inicial.

Concentracidn (g/L) 0.01 0.1 1
Yxsc 0.70 0.44 0.43
Y¥xso02 0.38 0.40 0.37

Se puede apreciar que el rendimiento de la glucosa es mayor en
el medio de 0.01 g/L que en los de 0.1 y 1 g/L, lo cual est§
indicando que en el primero la cantidad de carbono presente se estd
aprovechando en la biosintesis de proteina compleja, mientras que en
los otros un porcentaje mayor estd siendo utilizado en funciones
diversas, tales como sintesis de precursores no protéicos y 1la
regulacién de la presién interna, debido a la mayor concentracién de
glucosa, fosfato de amonio y urea de estos medios, es decir, en el
medio con 0.01 g/L de glucosa se observa el fenémeno de acoplamiento
energético, lo que indica que es a esta concentracién donde la baja
concentracién de sustrato es ya una limitante para el desarrollo del
micelio.

El mayor rendimiento de la glucosa a bajas concentraciones de
ésta se debe al reacomodo de las vias metabdlicas, ya que se
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minimizan los productos extracelulares, y se aumentan el anabolismo,
manteniéndolo a la par de la tasa de crecimiento, para optimizar 1la
utilizacién del sustrato limitante, (Harder y Dijkhuizen, 1983).
Para el caso de 0.1 y 1 g/L se tiene que el rendimiento es el mismo,
lo cual va a indicar que en ésta zona de concentracién el factor de
rendimiento global puede considerarse, efectivamente, constante.

Dado gque el rendimiento del carbono esta dividido en el sustrato
gue se utiliza en generaciétn de biomasa y el que sirve para generar
energia, se puede hacer la distincibn de estos 2 usos utilizando 1la
ecuacibébn estequiométrica de consumo de oxigeno por glucosa consumida

(ec.3.11), con lo cual se puede inferir

utilizé en generar biomasa,
valores de Ye y Yce1 (ec.

mantenimiento (ec. 3.7). La tabla 4.7.2

lo cual

la cantidad de carbono que se
va a permitir calcular 1los
calcular el coeficiente de
muestra los valores obtenidos

para los factores de rendimiento del sustrato para biomasa y para

energia.

Tabla 4.7.2. Factores de rendimiento de glucosa para energia y
biomasa. 1, 0.1 y 0.01 g/L de glucosa inicial.

Concentracién (g/L) 0.01 0.1 1

Yx/c 0.7 0.44 0.43
Ycel 1.5 0.68 0.63
Ye 1.3 1.3 1.36

Como se puede notar, el rendimiento de energia es el mismo para
los 3 medios, por lo que, al utilizar la ecuacidén 3.7 se tiene que,
para cualquier valor de 1/u el 1/Ye es constante, resultando ser la

pendiente de cero, es decir, no hay gasto de sustrato para
mantenimiento.

El rendimiento del sustrato para biomasa (Yecel) es mayor para
0.01 g/L, como ya se habia visto de manera preliminar en el
rendimiento global, lo cual viene a confirmar que en éste medio se
estd presentando el fendmeno de acoplamiento energético.
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~ El rendimiento del oxigeno es pré&cticamente el mismo en los 3
medios (tabla 4.7.1), esto es, la actividad metabblica de mayor
demanda de oxigeno es la sintesis de proteina compleja (detectada por
el método de Lowry), pues en los 3 casos se consume la misma cantidad
de oxigeno por microgramo de biomasa sintetizada, por lo que puede
concluirse, de manera global, que la actividad metab6lica gue gasta
mayor energia es la sintesis de biomasa (especificamente proteina) y
se puede sugerir a este respecto gue seria necesario comparar el
método de medicién de la respiracién wutilizado con algln
otro, como podria ser desplazamiento volumétrico, dado gque el
aparato utilizado estaba disefiado para sistemas cuya tasa de
respiracién es mayor que el de la germinacibétn de esporas, tal y como
es el de monitorear 1la respiracién de un concentrado de
mitocondrias.

4.7.1 Tasa especifica de crecimiento y de elongacibn.

Para un cultivo de microorganismos creciendo en 1la fase
exponencial, el aumento de la poblacidn puede ser descrito por 1la
ecuacién 3.8, la cual tiene la siguiente forma:

-g% = ux (3.8)

Donde u es la tasa especifica de crecimiento, la cual expresa
el aumento unitario de biomasa en el tiempo. Este parémetro es muy
importante cuando se quiere conocer y comparar la velocidad de
duplicacién de un cultivo. Para conocer el valor de u en cada uno de
los niveles de glucosa durante la germinacién se procedid a resolver
la ec. 3.8, cuya solucibn es de la forma: ’

In x = 1ln %X + u t. (3.9)
Donde el valor de la pendiente de la funcién x vs. t esta dada
por u. Debido a 1la escasa sintesis de biomasa durante 1la

germinacién, 1los valores de u son muy bajos (tabla 4.7.3),
especialmente para los 2 niveles de glucosa inferiores, donde no se
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observé el comportamiento exponencial de la biomasa cl&sico, sino
Gnicamente un leve aumento. Aunado a esto se tiene la dificultad que
representa el medir la biomasa de las esporas en esta etapa, por lo
que se concluyd que la biomasa sintetizada no era un parémetro
practico ni confiable, con la metodologia tradicional utilizada,
para conocer la evolucién del aumento de material. Por esto se
decidié utilizar el aumento en la longitud del tGbulo germinativo
para conocer la tasa especifica de elongacibn, es decir, el aumento
unitario de 1longitud del tGbulo germinativo, el cual presenté6 un
comportamiento exponencial en todos los niveles de glucosa
(fig.4.6). La expresiébn utilizada fue andloga a la de aumento de
biomasa, siendo su solucién de la forma:

InL =1nlo + kL t (3.20)

Donde Lo es la longitud inicial de la hifa, apenas se hace
visible, y depende del tiempo mediante una constante especifica de
elongacién (kL), asociada directamente, de esta manera, con el
cambio de biomasa, es decir, con u. Se observé experimentalmente
(fig. 4.9) gque el coeficiente de 1la exponencial (kL) estaba
influenciado por la concentracién inicial de glucosa, dado que se
observaron diferentes tasas de elongacién para cada uno de los
niveles utilizados, quedando al graficar estos valores una curva

tipica de una cinética tipo Monod, lo cual puede ser expresado por
analogia como:

KL = (_____.ll;-:a: :) (4.1)

Estando ademds relacionada kL, con 1la velocidad mé&xima de

elongacién (Vmax), y la longitud méxima de la hifa principal (Le)
(Trinci, 1971) por:

— Vnax

Con los datos de elongacién del tGbulo germinal (fig.4.6) se
procedié ha realizar el ajuste con la ecuacidén 3.20, para encontrar

63




Capitulo 4. Resultados y discusié6n.

el valor de 1la kL. para cada uno de 1los niveles de glucosa
estudiados, siendo el coeficiente de correlacién de 0.93 para la
concentracién mas baja y mayores de 0.95 para las dem&s. Se aprecia
(fig. 4.9) que la curva obtenida corresponde, efectivamente, al caso
de una cinética tipo Monod con un valor m&ximo asinté6tico (kmax) de
0.673, correspondiendo a 1la concentracién de sustrato mas alta
utilizada.

Introduciendo el valor de kmax obtenido en la expresién de
‘Monod (ec.4.1) y minimizando la suma de los cuadrados del error, el
valor de Ks fue de 5.5 * 10-3g/L (31 uM), valor que indica que el
transporte de glucosa es de alta afinidad (Schulte y Scarbourough,
1975). Es decir, para su introduccibn a la espora existe un sistema
de transporte activo en la pared. Los valores para cada
concentracién se muestran en la tabla 4.7.3 .
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Fig.4.9. Valor de k, al variar la concentracion de glucosa
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Insertando el valor obtenido en la ecuaciétn 4.2 se calcula la
velocidad méxima de elongaciébn (Vsax). Las longitudes méximas
alcanzadas, para cada nivel de glucosa asi como Vmax se muestran en
la tabla 4.7.3. Se debe notar gque 1la constante kL y Vmax s8ONn
par&metros microscbpicos, teniéndose de esta manera una aproximacién
mas fiel al evento de germinaciébn. Es preciso sefialar que con el
dato de volumen de la hifa, nimero de hifas por unidad de volumen y
densidad del micelio puede calcularse 1la cantidad de biomasa
presente, tal y como sugiere el trabajo de Packer y col. (1992).

El par&metro Qa (tasa especifica de aumento de &rea) se obtiene
utilizando la relacién propuesta por Bartnicki-Garcia y col. (1989),
la cual considera que el aumento de &rea se encuentra determinado
por la funcién cotangente del &ngulo que se forma, tomando el eje
axial de base y el spitzenkdrper como punto de apoyo, entre el eje y
el punto donde comienza el domo que dibuja la punta hifal, adem&s de
considerar la velocidad de desplazamiento del spitzenkdérper y el
didmetro de la hifa, de tal manera que la expresién es la siguiente:

Qa = 2 II Vmax Dnifa

Este resultado va a indicar directamente la cantidad de pared
sintetizada, lo cual va a estar relacionado con el &rea de trasporte
de la hifa, de tal manera que esta &rea va a poder ser ajustada
variando la velocidad de elongacidén o el diametro de la hifa.

Tabla 4.7.3. Pardmetros de crecimiento en funciédn del nivel de
glucosa inicial.

Concentracién (g/L) 0.01 0.1 1 10
t (h™t) 0.017 0.08 0.30 -—
kL (h™h) 0.43 0.57 0.63 0.67
Longitud max (um) 92 110 130 116
Velocidad max (um/h) 40 63 82 78
Qa (um?/h) 754 1267 1700 1764
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Puede apreciarse la diferencia que existe entre las tasas
especificas de crecimiento y de elongacién, diferencia que
teb6ricamente no deberia existir, o gue deberia estar relacionada por
alguna constante, dado que un aumento en el volumen de 1la hifa
significa un aumento proporcional en la biomasa. Este resultado esté
indicando que la proteina no es el compuesto de la biomasa que
aumenta en mayor proporcibébn, por lo gue su aumento no refleja los
cambios observados en longitud y volumen.

El medio con 10 g/L presenté6 una longitud ma&xima menor que el
de 1 g/L, lo cual no significa gue se halla obtenido menor biomasa,
pues, al igual que en el caso de la figura 4.6.1, el volumen fue
mayor en 10 g/L debido a que el didmetro de hifa fue ligeramente
mayor. Esto parece indicar que existe una longitud maxima posible, y
que si existe la posibilidad de una mayor sintesis de biomasa, ésto
lo hace variando el diametro de 1la hifa. Este ajuste esta
relacionado con la razén &rea/volumen de la hifa, pues a menor
didmetro, mayor &rea expuesta de hifa, resultado que concuerda con
el hecho de que a menor concentracién de glucosa menor di&metro, es
decir, mas superficie receptora de sustrato.

Practicamente se tiene la misma velocidad m&xima de elongacién
para los 2 niveles mas altos, lo cual indica que, a 1 g/L se ha
alcanzado la velocidad maxima de aprovechamiento de los sustratos,
esto es, el paso controlante de las reacciones de crecimiento va a
ser la capacidad de transporte activo de sustrato por la hifa y/o su
conversién en precursores, y no la concentracién en el medio. Es
importante observar que, sin embargo, el di&metro de la hifa si
aumenta, siendo este el mecanismo utilizado por 1la hifa para

aumentar de volumen cuando ha llegado a una velocidad limite de
elongacién.

Un paradmetro muy importante dada la informacidén gue proporciona
es la tasa de aumento de &rea (Qa), la cual va a estar indicando
directamente la razén de crecimiento del la pared de la hifa, siendo
esta una medida directa de 1la sintesis de vesiculas. Se puede
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apreciar en la figura 4.10 gue la Q. presenta un comportamiento
andlogo a lo observado con la ki, es decir, la inserci6n de pared es
un fen6meno gue presenta saturacién.

4.7.2 Cinéticas de consumo de glucosa y de oxigeno.

Los ajustes de las expresiones para consumo de glucosa y de
oxigeno fueron realizados para el medio con 1 g/L, dado gue en éste
fue donde se presenté el comportamiento exponencial de estas
variables.

El consumo de glucosa, mostrado en la figura 4.2, puede ser
descrito por 1la ecuacién 3.12, cuya solucidn se muestra en 1la
ec.3.15, y si se considera que no se gasta sustrato en el
mantenimiento, el resultado es el siguiente:

St Xo ket
— =1 Ycel[ e - 1] (4.3)

Con esta expresién se estimé, minimiz4ndo la suma de los
cuadrados del error, el valor para k¢, la tasa especifica de
crecimiento calculada por el consumo de sustrato. Esta tiene un
valor de 0.45 hq, el cual es mayor que el calculado por proteina.
Su comparacién se muestra en la tabla 4.7.4.

Para el oxigeno se tiene que la ecuacidén 3.18 describe su
consumo, el cual va a estar directamente relacionado con el consumo

de glucosa y con la tasa especifica de crecimiento, de la siguiente
manera: '

dO2 _ DBO Xo ko t
dt n Ycel e (4.4)

Con esta expresién, aplicando 1la operacién de 1logaritmo
natural, podemos conocer el valor para ko, el cual va a ser 1la
pendiente de la recta que resulta de graficar ln (doz/dt) vs tiempo.
Se obtiene un valor de 0.48, con un coeficiente de correlacidédn de
0.98 .
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Se realizé6 1la comparacién entre los coeficientes de las
exponenciales de las curvas de proteina (u), respiraciébn (ko),
consumo de glucosa Yy longitud (kL) para el medio de 1 g/L de glucosa
inicial, para comparar los valores de las tasas especificas de
crecimiento obtenidas y el grado de acoplamiento gue hay entre éstas
actividades, encontr&ndose los valores gue se muestran en la tabla
4.7.4.

Tabla 4.7.4 Tasas especificas de aumento de biomasa en funcibén
de la proteina, respiracién, consumo de glucosa y longitud del
tdbulo germinativo., Medio con 1 g/L de glucosa inicial.

Proteina Longitud Respiracién Consumo gluc.
(hh) (hh) (h') (b’
0.30 0.63 0.48 0.45

Se puede apreciar gque 1la tasa especifica de crecimiento
tradicional, calculada de proteina, es la que presenta el valor mas
bajo, lo cual indica que la sintesis de biomasa es el proceso mis
lento. Los valores para k¢ y ko son muy parecidos, lo cual indica
que tienen la misma tasa de utilizacién, es decir, no se tiene un
consumo importante de las reservas enddgenas, y que el sustrato
captado del medio es utilizado inmediatamente. El valor de kL resutédé
ser el mas alto, lo cual indica que el aumento de longitud de 1la
hifa es el evento en el que puede detectarse cambio mas ripidamente,
siendo ademds, el mas sencillo de obtener experimentalmente.

El que la longitud varie mas r&pidamente que la respiracién y
que el consumo de glucosa estd indicando que la relacién entre:

consumo de sustrato-—— sintesis de precursor —— Insercidén en pared
no es lineal, lo que significa que el tiempo de duplicacién de la

longitud es menor que los tiempos de duplicacién de 1la tasa de
respiracién y de la tasa de consumo de sustratorespiracién y lo cual
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puede ser explicado mediante el esquema propuesto por Grove Yy
Bracker (1970), gue establece gque los precursores de la pared son
sintetizados en el reticulo endopl&smico, adem&s de las enzimas
necesarias para la insercib6bn de éstos en la pared ya creada. Enzimas
y sustratos son, de alguna manera, empaquetados (vesiculas) Yy
transportados hacia la punta de la hifa. A cierta distancia del
apice (caracteristica de cada especie) existe una regibn
(Spitzenkdrper) en donde son acumuladas éstas vesiculas, las cuales,
al alcanzar una concentracién limite, son enviadas a la punta para
provocar su elongacién. Esto significa que el tiempo que transcurre
sin aparecer el tGbulo es utilizado en la acumulancién de 1los
precursores (Bartnicki-Garcia, 1989), por lo que siempre existe una
reserva de ellas, y pueden ser lanzadas, por un periodo de tiempo, a
un ritmo mayor del que son sintetizadas.
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4.8 Efecto del 2,4-Dinitrofenol en 1la elongacién,

Dado gue el objetivo de este trabajo era el de estudiar el
acoplamiento energético en la germinacién, se pensb6 el utilizar una
sustancia bien conocida por ser un agente desacoplante de la
fosforilaci6bn oxidativa (2,4-Dinitrofenol &6 DNP) para con esto
observar sus efectos sobre la cinética de germinacién, bas&ndonos en
la evidencia bibliografica (Yanagita, 1957) de que la germinaciébn es
un proceso aerobio.

Se realizé6 el seguimiento de 1la elongacién del tdbulo
germinativo a diferentes concentraciones de DNP, en medio con 1 g/L
de glucosa inicial, utilizando solucién amortiguadora de
citrato-fosfato pH 5, para evitar que la inhibicién estuviera dada
por el pH inicial, dado que el DNP provocaba un pH excesivamente
bajo en el medio, llegando a valores de alrededor de 1.5 para la
concentracién de DNP 1 mM.

Como lo muestra la figura 4.8, la germinacién fue totalmente
inhibida a una concentracién superior a 2.5%10"' M. A esta
concentracién la longitud mé&xima alcanzada fue de 60 um, y a la
concentracién inmediata inferior (1*10'4 M) el tGbulo alcanzdé una
longitud de 84 um, y ahi se detenian, sin que se llegara a ver

ramificacién en ninguna de éstas concentraciones.
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Fig.4.8. Efecto del 2.4-DNP sobre la elongacion. Medic 1 g/L glucoso

Para las curvas de elongacidén se procedié a aplicar la ecuacidn
3.20 para encontrar los valores de los coeficientes de ajuste, 1los
cuales resultaron ser sumamente bajos, presentdndose a continuacién
en la tabla 4.8.1:

Tabla 4.8.1 Coeficiente de ajuste y longitud maxima a diferentes
concentraciones de 2,4-DNP., Medio 1 g/L de glucosa inicial.

Concentracion de 2,4-Dinitrofenol (N)
5 E-5 1 E-4 2.5 E-4 4 E-4
KL (h™ 1) 0.019 0.020 0.020 —
L.max (um) 100 76 64 0
%£Gern. 84 68 . 45 0

Como se puede notar, el paré&metro que més se afecta es la tasa
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especifica de elongacién (kL), la cual tiene valores aproximadamente
20 veces m&s bajos que en el caso normal ein DNP, lo cual parece
estar indicando que las reacciones de sintesis de precursores estan
blogqueadas, por lo gue para observar un aumento en el tamafio del
tGbulo se requiere de un tiempo considerable.

Este bloqueo de las rutas biosintéticas est& de acuerdo con el
efecto reportado para esta sustancia, la cual impide que el ATP sea
generado, privando de esta manera de energia a la célula.

Sin embargo, se puede apreciar que la longitud final alcanzada
es comparable con la obtenida para el caso de los niveles de glucosa
mas bajos sin desacoplante, lo cual indica gue el fenémeno que se ve
mas afectado es, de manera global, la velocidad de sintesis de 1los
precursores de la pared, dado que el material sintetizado si alcanza
para lograr elongarse de manera apreciable, pero ésto se realiza muy
lentamente. El1 porcentaje final de germinacién  fue, igualmente,
menor que el caso de medio 1 g/L de glucosa sin DNP, present&ndose
un efecto andlogo al haber utilizado un medio con menor cantidad de
glucosa que la utilizada.

En todos los niveles de DNP utilizados la germinacién sufrié un
retraso de aproximadamente 10 horas, y la tasa de respiracién fue
muy baja o no se pudo detectar dentro de las primeras 24 horas, lo
cual estd en contradiccién con el efecto de aumento de la tasa de
respiracién establecido para este desacoplante (Tempest y Neijssel,
1984). El motivo de esto no pudo ser determinado, pero pudiera ser
explicado por el hecho de que la respiracién tuviera un retraso aGn
maybr, Y no se tomaran lecturas al tiempo en éue ésta se presenté.

Como conclusién se puede decir que el agente desacoplante si
afecta a la germinacidén, retrasindola e impidiendo que se alcance la
longitud de tdbulo normal. AGn la concentracién mas baja de DNP no
permitid que se llevaran a cabo las primeras ramificaciones, lo cual
indica que ya no hubo energia para sostener este evento. El hecho de
no haber observado el aumento en la tasa de respiracién ni una caida
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importante en 1la concentracibn de glucosa del medio pudo deberse a
gque estos efectos se presentaron muy tarde, en el tiempo en que ya
no se midieron estos par&metros.
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Conclusiones

La germinacién, si bien es considerada como la fase de retardo
en el crecimiento de los hongos filamentos, puede ser estudiada en
mas detalle. Dado que la fase de retardo se caracteriza por
presentar cambios bioquimicos minimos o muy sutiles, y casi ningtn
cambio en el nGmero de células presentes, realizar su seguimiento
mediante cambios en la composicién del medio resulta ser
un trabajo que requiere de métodos analiticos sensibles, dadas las
posibilidades de error experimental que se presentan.

Una de las formas utilizadas para cuantificar la germinacién de
una poblacién de esporas es el conteo directo, con cé&mara de Neubauer
(Yanagita, 1957; Barrios Gonz&les y Anaya, 1987). Esta aproximacién
permite conocer el porcentaje de la poblacién que rompe exitosamente
la latencia, pero no se puede obtener mayor informacién.

El evento de mas f&cil visualizacién es el surgimiento y
elongacién del tGbulo, por lo que se decidié tratar de correlacionar
este cambio con 1lo observado en el medio, es decir, con 1la
desaparicién de la glucosa y la tasa de respiracién. Esto podria
aportar mayor informacién sobre el grado de acoplamiento energético
que se presenta en ésta etapa del desarrrollo de Aspergillus niger.

La primera conclusién es que, tal y como se esperaba, 1la
composicién del medio influye de manera determinante en el
porcentaje y cantidad de biomasa final de las esporas, observandose
una disminucién de estas variables en forma proporcional a la
cantidad de glucosa en el medio. La concentracién utilizada mas baja
que permitidé que el 100% de la poblacidén germinara fue de 1 g/L, es
decir, en este nivel la concentracién de sustrato externo no fue el
factor limitante del crecimiento, siendo por este mismo hecho que no
fue el medio que presenté el mayor rendimiento.

Se puede concluir que, al igual que sucede con el crecimiento




Capitulo 5, Conclusién.

vegetativo, limitar la fuente de carbono provoca un cambio en el
metabolismo de las esporas, pudiéndose observar una utilizacibébn mas
eficiente del sustrato carbonado. Esto se refleja en los factores de
rendimiento de 1la glucosa obtenidos, 1los cuales aumentan al
disminuir la concentraciédn inicial de sustrato, siendo el mayor para
el medio con 0.01 g/L. El1 nivel anterior utilizado (0.001 g/L) fue
demasiado bajo, y solamente permitidé que germinara a lo mas un 5% de
la poblaciétn, en el mejor de los casos.

Al utilizar un agente quimico desacoplante (DNP) con la idea de
inducir el desacoplamieto energético no se pudo observar el aumento
en la tasa de respiracidén. El1 efecto mas notable fue el retraso
relativo (12 vs 6 h) de la aparicién del tGbulo germinativo y, por
consiguiente, un valor de la tasa especifica de elongacién muy bajo
(1% del valor sin usar DNP), esto es, el desacoplante provocé que el
transporte al interior de 1la hifa se viera muy disminuido,
encontridndose que el sustrato casi no fue consumido las primeras
doce horas, 1o cual también podria explicar porque no fue detectada
la respiracién.

El fenémeno de transporte interfacial hacia la hifa fue muy
lento posiblemente debido a alguno de los siguientes fenbmenos: i)
la captacidén de sustrato se realiza mediante un sistema de
transporte activo, el cual utiliza ATP, por lo que la falta de
generacién de éste provoca que se retrase el proceso; ii) 1la
molécula de DNP obstruye fisicamente a los sistemas de transporte en
la membrana al embeberse en ésta. Dado que es un sistema aerobio, el
efecto del DNP es muy probable que fuera el largamente establecido
de provocar desacoplamiento de la fosforilacibén oxidativa, por 1lo
que el efecto del retraso debid de deberse a este efecto, aungue la
tasa de respiracién observada fue despreciablemente pequefia, es

probable que esto se debiera a que no se muestreo a tan largos
tiempos.

Mediante el procesamiento de im&genes se pudo observar el -
efecto fisico que provocaron los diferentes niveles de sustrato,
siendo los mas fAciles de detectar el didmetro de la espora y la
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longitud del tGbulo. Esta Gltima variable resulté6 ser muy Gtil, y
dado que presentaba un comportamiento sigmoide, pudo calcularse su
tasa especifica de elongacién (ki) y comprobar que ésta tenia una
dependencia con Ya concentracién de sustrato del tipo de la cinética
de Monod con saturacién por sustrato, por lo que se obtuvo la
constante de afinidad Ks, que presenté6 un valor que la define dentro
del rango de sistema de alta afinidad para el trasporte activo de
sustrato, valor que concuerda con los datos publicados (Pirt, 1975),
por lo tanto, el seguimiento de variables morfométricas permitié el
calculo de pardmetros cinéticos, abriéndose as{ una simplificacién a
la obtencién de los datos para monitorear el crecimiento de los
organismos filamentosos. Con 1los datos morfométricos obtenidos
también fue posible calcular la tasa de aumento de &area (Qa), 1la
cual muestra la adaptacién del micelio a la concentracién del medio
mediante el ajuste del area de transferencia de la hifa.

Las posibilidades del procesamiento de imagenes son enormes, y
en este trabajo se pretendid la introduccidén a esta nueva técnica, a
la vez que se abordd un aspecto del crecimiento de los micelios que
no presenta grandes cambios bioquimicos y por lo mismo es dificil y
tedioso de seguir: la germinacién. Adem&s se calcularon los factores
de rendimiento para esta etapa, lo cual, si bien algunos autores
presentan datos dque sugieren que poseen 1los elementos para
calcularlos (Yanagita, 1957), no lo hacen, por 1lo dque, en ese
sentido, esta informacién es novedosa. Desde el punto de vista
metodoldgico se nota que por su naturaleza, métrica, esta técnica es
confiable, pudiéndose utilizar los datos obtenidos en el desarrollo
de modelos macro y microscépicos de los procesos, asi como en la
estimacidén de sus pardmetros, como es el caso de la cinética de
Monod utilizada en este trabajo.
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Apéndice A

Al.cuantificacién de azGcares reductores por el método del TPTZ.
( Avigad, 1968).

Reactivo A: Soluciébn de ferricianuro de potasio.
Soluciébn 0.7 M de K3Fe(CN)g, utilizando como diluyente una
solucién 10 mM de NaOH con un 2% de NaCOj. .

Reactivo B: Soluciébn de cloruro férrico.
Solucibébn 2 mM de FeClj utilizando como diluyente una solucién

&cido acético 5 M que es 0.2 M de &cido citrico y 2 M de acetato de
sodio.

Reactivo C: Reactivo de TPTZ.

Soluciébn 2.5 mM de 2,4,6-tripiridil-s-triazina diluido en
dcido acético 3 M.

Metodologia:

A 1 mL de muestra gque contenga entre 2-100 nmoles de azlcar
reductor se le afiade 1 mL del reactivo A y se pone a bafio maria por
10 minutos; sin dejar enfriar se afiaden 1 mL de B y 2 mL de C, se
agita bien, se mantienen 5 minutos en la obscuridad, y se lee la
absorbancia a 595 nm. La curva patrén se realiza de 3*%10”4 a 7+1073
g/L de glucosa. '

A2. Cuantificacibén de proteina : ILowry doble.
( Lowry y col., 1951)

Reactivo A: Solucién de CuSO4 al 2 %.

Reactivo B: Solucién de tartrato de sodio y potasio al 4 %.

Reactivo C: Solucién de NaCO3 al 4 $ en NaOH 0.2 N.

Reactivo D: Se prepara mezclando, en el momento de que vaya a

ser utilizada, 0.5 mL de A y 0.5 mL de B con 50 mL de C.

Reactivo E: El reactivo de Folin-Ciocalteau se diluye 1:1 con
agua destilada al momento de ser utilizado.




Apéndice A

Metodologia:

Se realiza un pretratamiento a la muestra gque consiste en
diluirla 1:1 con una solucidn de NaOH 0.2 N y colocar a bafio maria
por 10 minutos. Se toma 1 mL de la muestra pretratada y se 1le
agrega 1 mL del reactivo D, se deja reposar en la obscuridad
durante 10 minutos; se afiaden 0.2 mL del reactivo E, se agita
vigorosamente y se deja reposar durante 30 minutos en la obscuridad
para que se desarrolle el color. Se lee absorbancia a 750 nm. La
curva patrén se prepara con albGmina sérica bovina, a una
concentracién entre 0.01 a 0.1 g/L en NaOH 0.1 N.

A3. Procesamiento de imdgenes.

Se lleva a cabo utilizando el programa IMAGENIA 2000 de
Biocom, instalado en una computadora personal Vectra QS/20 de
Hewlett Packard, y con un microscopio 6ptico marca Zeiss con una
cdmara fija de circuito cerrado Sentinel blanco y negro, y un
monitor de video a color marca Acer; se realizan las mediciones
observando por el objetivo 10X, calibrando la escala con una camara
de Neubauer. Se toman muestras a cada uno de los tiempos y se les
agrega una solucién fijadora (1:1) para detener el metabolismo.
También pueden tefiirse con azul de lactofenol para resaltar los
tGbulos y facilitar las mediciones. Las variables de interés fueron
didmetro de espora y didmetro y longitud de hifa.

Solucidén fijadora (Packer y Thomas, 1990)
Formaldehido al 40 %......00....13
Acido acético glacial....cvceeee.5
Etanol al 50 $....cccceteecesesa200

Azul de lactofenol: :
Fenol....cceeeeeceennsesensseesa20 g.
Acido lactico....ccceeeeeeeeeeese20 mL.
Glicerina....ccceeeveeececacees.40 mL.
Azul de anilina......ccc00veeeee 0.5 g.
Agua destilada....cceeecesncesecad0 mL.

BEE

Solucidén tefiidora:

1.1 mL de azul de lactofenol en 9.2 mL de solucién
fijadora
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