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1 = INTRODUCCION

Los microorganismos sintetizan numerosas enzimas que cum-
plen sus funciones en los procesos de crecimiento, metabolis-
mo y autolisis de la célula. Un variado nimero de ellas, tan-
to de naturaleza intracelular como extracelular ha encontrado
un importante campo de aplicacion en diversos procesos indus-
triales, en la medicina, en la analfitica quimica y en la in-
vestigacidén bioquimica (5, 32, 33, 42, 89, 90, 94). Dentro de
este grupo heterogéneo se encuentra la enzima cuya producciodn
es objeto de estudio en el presente trabajo y que cominmente

se denomina glucosa oxidasa (GOD). El interés por la misma

surge fundamentalmente de sus maltiples aplicaciones en la
tecnologia de alimentos, como asi también a su difundido em-
pleo como reactivo especifico para la determinacidén de gluco
sa, aspecto este de relevancia en el diagnéstico clinico (7,
25, 80, 84, 85, 97, 104).

El método de produccidén de la glucosa oxidasa lo constitu
ye la clasica fermentacidon en cultivo sumergido y es llevado
a cabo con el empleo de hongos filamentosos (7, 85). Como
todo proceso de interés comercial su tecnologia de obtencidn
se encuentra patentada o bien es un secreto de las firmas pro
ductoras (34, 35, 50, 62, 75). Esto motiva que la informacidn
bibliografica accesible, si bien orientativa, solo permite
disponer de un conocimiento parcial sobre la elaboracién del
preparado enzimdtico. Teniendo en cuenta este contexto y la
falta de antecedentes sobre el tema en nuestro pais, se con-
sideré6 de interés la realizacion del presente trabajo cuya
finalidad es contribuir al conocimiento del proceso fermenta-
tivo como un aporte para el desarrollo de una tecnologia na-

cional de produccidon de la enzima.

1.1. La reaccidn catalitica

La glucosa oxidasa pertenece a la clase de enzimas cla-

sificadas como 6xidoreductasas (E.C. 1.1.3.4) y su nombre sis



tematico es Q-D-glucosa-l-oxfgeno-oxidoreductasa (22), La
enzima cataliza la oxidacion de la @-D-glucopiranosa a D-glu
cono-6-lactona formando en presencia de oxigeno una cantidad
equivalente de perdxidode hidrégeno (8, 18, 30). Esto lo di-
ferencia de otras deshidrogenasas que actidan sobre la gluco-
sa pero que no pueden utilizar el oxigeno como aceptor de hi
drégeno (8, 60). Como coenzima utiliza flavin adenin dinucled
tido (FAD) transcurriendo la reaccién en dos etapas. La pri-
mera de ellas consiste en la remocidon de dos atomos de hidrd
geno de la molécula de glucosa con la consiguiente reduccidn
del FAD y la formacion de la lactona. En la segunda etapa los
atomos de hidrdogeno son transferidos al oxigeno molecular,
produciendo peroxido de hidrégeno y la simultanea oxidacion

de la coenzima. Un esquema de esta secuencia de reacciones se

representan en la figura 1'

CH,OH CH,OH
o
oH
+E-FAD - =0 +E- FADH2
Ho N\ M H Ho N\ "
OH OH
(},- D- glucopirancea D- glucono -d- lactona
E - FADH, + 0, = E- FAD + H,0,
Figura 1: Oxidacion de quQ-D-glucosa en presencia de glu-

cosa oxidasa

E-FAD y E-FADH

5" glucosa oxidasa en estado oxidado
y reducido respectivamente.



En una etapa posterior la gluconolactona se hidrolliza
a 4cido gluconico dando como resultado el siguiente balance:.
GOD

6 * 02 + HZO 14 C6H 0, + H,O

CeMyp0g ¢ P-D-glucosa PLEPIE dcido glucdnico

Normalmente la actividad de la glucosa oxidasa es comple-

mentada por la accidén de la catalasa:(E.C.1.11.1.6) que des-

compone el perdoxido de hidrégeno en oxigeno y agua (13, 52).
catalasa

\
2,0, ¥ 2H,0 + 0,

Si consideramos entonces un sistema combinado de glucosa
oxidasa-catalasa y la hidrdlisis de la gluconolactona tene-
mos finalmente la siguiente estequiometria:

GOD

c6H1206 * 1/2 O2 catalasa% C6H1207

De acuerdo a estas reacciones la oxidacion de un micromol

de glucosa por la accion enzimdtica implica la formacion de
una cantidad equivalente de acido glucénico o perdoxido de
hidrégeno y un consumo de 22.4 ul de O2 (CNTP). En presencia
de catalasa la mitad del oxigeno es reciclado de manera que
la oxidacidén de un micromol de glucosa corresponde en este

caso a un consumo de 11.2 ul 0 (CNTP). Estas consideracio-

2
nes son de suma importancia en particular cuando la activi-
dad enzimdtica es determinada mediante métodos basados en

medidas de consumo de oxigeno (74, 110).

1.2, Fuentes de glucosa oxidasa

La enzima se encuentra presente en diferentes microorga-
nismos principalmente hongos filamentosos del género Asper-

gillus y Penicillum que son la fuente de su producciodon indus-

trial (85). Se ha detectado también su presencia en Sporotri-

chum pulverulentum donde integra un complejo sistema enzima-

tico responsable de la degradacion de material lignoceluldsi-

co (23) y en Caldariomyces fumago donde participa de mecanis-

mos de cloracidon bioldgica vinculados a la sintesis de calda-

riomicina (79). Es producida ademads por algunas bacterias



acéticas como Acetobacter suboxydans (sinénimo: Gluconobacter

suboxydans) y salvo unas pocas excepciones no fué encontrada

en células de vegetales o animales superiores (7, 12).
Su descubrimiento puede ser atribuido a Maximov, quien en
1904 obtuvo por precipitacién con acetona un preparado celu-

lar de Aspergillus niger en el cual la capacidad de consumo de

oxigeno resultaba mas perdurable que la correspondiente produc-
cion de COZ. Pudo observar ademas que la adicion de glucosa es-
timulaba el consumo de 02 y e dicho efecto no era promovido

por otras sustancias como el glicerol. Concluydo de esta manera
que dicho preparado contenia una ''oxidasa' que actuaba en for-
ma iadependiente del metabolismo respiratorio (actividad zima-
sica) y que la misma era activada por glucosa (24). Transcurrie-
ron sin embargo mas de 20 afos, hasta 1926, para que Muller rea-

lizara la misma observacion en extractos celulares de Asgergi-

llus niger y Penicillum glaucum y aislara la enzima responsable

de dicha propiedad a la cual denominé glucosa oxidasa (GOD).
Pudo constatar ademas que uno de los productos de la reaccidn
enzimatica era el acido glucdnico estableciendo de esta manera
las bases bioquimicas de la fermentacion glucdnica descubierta
en 1922 por el microbiélogofrancés Molliard (24). En estudios
posteriores realizados por diversos investigadores la enzima

proveniente de Aspergillus niger fué estudiada en detalle, elu-

ciddandose su estructura, propiedades fisicoquimicas y los meca-
nismos de la reaccibén catalitica (2, 18, 30, 52, 72, 73, 95, 101)
En la década del 4O y en relacion con el descubrimiento y la

investigacidon sobre la penicilina se aislaron de los cultivos de

Penicillum notatum sustancias que en presencia de oxigeno y glu-

cosa eran muy bacteriostaticas y se describieron con el nombre
de Notatina, Penicilina B y Penatina (8, 24, 102). Su forma de
preparacion fué incluso patentada por diversas firmas comercia-
les (15, 93). Posteriormente se demostrd que todos estos com-
puestos eran idénticos a la glucosa oxidasa, y que el perdxido
de hidrégeno formado enzimadticamente era el responsable de la
accion bactericida. Resulta evidente que la cepa utilizada o
bien las condiciones del cultivo promovian la formacion de la
enzima con una minima o nula presencia de catalasa, permitien-
do de esta manera la acumulacion del H,O Al igual que la

2°2°
enzima proveniente de Aspergillus niger, se realizaron inten-

sas investigaciones para establecer el comportamiento y pro-



piedades de los preparados obtenidos del Penicillum notatum

8, 12, 45). La enzima ha sido también aislada en forma crista-
lina de los medios de cultivo de Penicillum amagasakiense (49).
El primer preparado enzimatico ofrecido comercialmente data de

1952 (102), persistiendo en la actualidad su produccién indus-

trial la cual es realizada preferentemente con cepas de Aspergi-
llus niger (34, 35, 50), Penicillum amagasakiense y Penicillum
vitale (75, 85). Otras especies de Penicillum (ej.purpurogenum)

han sido también aisladas evidenciando altos rendimientos en

glucosa oxidasa (65).

1.3.Estructura y propiedades de la glucosa oxidasa.

Detallados estudios comparativos realizados con la enzima

obtenida de Aspergillus niger, Penicillum notatum y Penicillum

amagasakiense, muestran que ademas de la reaccidon catalitica,

existe una gran semejanza en muchas de sus propiedades (85).
Teniendo en cuenta este aspecto y el hecho de emplear en nues-

tros estudios una cepa de Aspergillus niger, la siguiente des-

cripcion estara referida a la enzima proveniente de dicho mi-
croorganismo.

La enzima es una glicoproteina de peso molecular 160.000
constituida por dos subunidades idénticas (PM 79,000)unidas
covalentemente por puentes disulfuro (101). El anadlisis de su
composicidon revela un 74% de proteina, 26.4% de azilcares neu-
tros, 2.4% de aminoazicares y dos moles de FAD ( flavin, ade-
nin, dinucleétido) por mol de enzima (73, 101). En su cadena
polipeptidica existe un marcado predominio de acido aspartico
y acido glutamico como asi también de glicina, alanina y leuci-
na que comprenden en conjunto el L44% del total de aminoacidos
presentes en la molécula. Los carbohidratos estan constituidos
principalmente por manosa y en mucha menor proporcidon galactosa
y galactosamina. La unidn de estos azicares a la cadena poli-
peptidica se haria probablemente por enlaces aminoglicosidicos
entre el carbohidrato y el grupo amido de la asparagina (73).
Se ha podido observar que la remocidén de un 40% de los carbohi-
dratos por tratamiento con periodato no altera significativa-
mente las propiedades cataliticas de la enzima pero si afecta
sus resistencia térmica, sugiriendo de esta manera que los mis-
mos no participan en la conformacidon del centro activo pero le

confieren estabilidad a la estructura molecular (63).



La glucosa oxidasa manifiesta una alta especificidad por

su sustrato. En el Cuadro 1 se puede observar las veloclidades
de reaccion relativas a la @-D~glucosa para diferentes com-

puestos.

C UADRDO 1

Especificidad de sustrato para la glucosa oxidasa

POS{C!OH Cambios con respecto Velocidad
modif icada Compuesto .
W o a la@-D-glucosa relativa
n~de carbono
- ﬂ-D-glucosa - 100
] O‘-D-g]ucosa Configuracion del OH 0.64
1.5 anhidro-D- Reemplazo del OH por H 0
glucitol
2 2-Deoxy-D- Reemplazo del OH por H 3.3
glucosa
D-manosa Configuracion del OH 0.98
2-o-metil-D- Sustitucion del H en el OH 0
glucosa por metilo
3 3-Deoxy-D- Reemplazo del OH porH 1
glucosa
4 D-galactosa Configuracion del OH 0.5
L-Deoxy-D- Reemplazo del OH por H 2
glucosa
5 5-Deoxy-D- Reemplazo del OH por H 0.05
glucosa (no se forma anillo pirandsico)
L-glucosa Configuracion del OH 0
6 6-Deoxy-D- Reemplazo del OH por H 10
glucosa
Xylosa Reemplazo del C6 por H 0.98




Observamos que la oxidacién de Ha@-D-glucosa es 160 veces
mas rapida que la de su anémero & (alfa), aunque este aspecto
es de poca importancia en sus aplicaciones industriales, ya que
los preparados comerciales contienen en general mdtarotasa. En
condiciones anaerdbicas puede utilizar como aceptores de hidro-
geno a ciertos colorantes como azul de metileno, tionina, etc.,
pero la reaccion transcurre mucho mas lenta en comparacidn con
el oxigeno. Esta propiedad ha motivado que la enzima sea carac-
terizada como una deshidrogenasa mas que como una oxidasa sugi-
riéndose que su nombre mds correcto sea el de glucosa aerodeshi
drogenasa. Sin embargo por su difusidn el término glucosa oxida
sa sigue vigente en la actualidad. Alternativamente el FAD redu
cido puede ser regenerado electroquimicamente mediante un poten
cial de +200 mV (59).

La enzima es activa en un amplio rango de pH. La velocidad
de reaccion es maxima entre 4 y 6.5 con un ligero pico en 5.5.
A pH alcalino es inestable perdiendo por ejemplo un 90% de acti
vidad si se la mantiene durante 10 minutos a pH 8.1 (85, 102).
En relacidon a la temperatura debemos considerar que los cambios
en este parametro implica también variaciones en la concentra-
cion de uno de los reactivos, el oxigeno. La solubilidad del
mismo disminuye con el aumento de la temperatura y compensa de
esta manera los beneficios que desde el punto de vista termodi-
namico implica un incremento de la temperatura. La velocidad de
reaccidn es practicamente constante en el rango de 30°a 60°C
(33, 85). La estabilidad térmica es una propiedad importante a
considerar sobre todo en la tecnologia de alimentos donde radi-
ca su principal aplicacidén industrial, ya que los productos ali
menticios son habitualmente sometidos a diferentes tratamientos
térmicos como pasteurizacidon, etc. En este sentido debemos men-
cionar que la enzima es estable durante 6 horas a 40°C en un
rango de pH de 4.5 a 6.0, mientras que a 50°C la actividad dis
minuye en el mismo lapso en un 10%. A temperaturas de 60°C vy
superiores la inactivacidon ocurre con mayor velocidad depen-
diendo del pH. En el Cuadro 2 se presentan algunos datos sobre
la estabilidad de la glucosa oxidasa a diferentes valores de pH
y a temperaturas superiores a 60°C. La presencia de glucosa, su
sustrato, ejerce un cierto efecto protector aumentando su esta-
bilidad en medios alcalinos y la resistencia térmica (33). Es-

tas propiedades que se refieren al comportamiento de la enzima



(en solucién pueden ser modificadas favorablemente si la misma
se inmoviliza en soportes adecuados (4, 99, 103). De esta for
ma se ha podido ampliar el rango de pH en el cual la enzima

es activa, aumentar su termoestabilidad y favorecer la cinéti

ca de la reaccién catalitica (6, 11, 44, 82, 103).

C UADRDO 2

Tiempo (en minutos) requerido para inactivar el 90% de

la actividad enzimatica bajo diferentes condiciones de

pH y temperatura

pH

65° 70° 75° 80°
L.s - 11 3 1.1
5.0 106 23 7 1.5
5.5 90 16 6 2.0
6.0 - 12 4 1.3

En relacidén a la cinética de la reaccidon enzimatica la cons
tante de Michaelis (Km) para glucosa se ha determinado en 0.11-
0.12 M. Para el oxigeno el Km es funcion de la temperatura con
valores comprendidos entre 0.21 mM (0°C) y 0.83 mM (38°C) (30,64,
La enzima es inhibida por iones metalicos como Ag+, Cu++ y Hg++
y en forma competitiva por arabinosa y 2-deoxy-glucosa. Los
productos de reaccidon gluconolactona y H,0, muestran también

22
un efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima (30, 33).



La glucosa oxidasa de Aspergillus niger no ha sido ain cris-
talizada pero si procesada hasta un alto grado de pureza median-
te precipitacidn con sulfato de amonio, cromatografia de inter-
cambio i6nico (DEAE-celulosa) (punto isoeléctrico: 4.21) vy
cromatografia por tamiz molecular (Sephadex G-200). La acti-
vidad especifica del preparado purificado determinado a 30°C
y pH 5.6 en presencia de un exceso de catalasa resultd de

172 umoles 0, consumidos/min/mg de proteina (101),

2

1.4, Aplicaciones de la glucosa oxidasa

Las variadas aplicaciones que la enzima ha encontrado funda-
mentalmente en la industria alimentaria han sido ampliamente
descriptas y analizadas por Scott (84) y Schmidt (86). En la
actualidad nuevas elaboraciones tecnoldgicas continlan en desa-
rrollo reflejandose este aspecto en la aparicion de nuevas pa-
tentes. Basicamente la reaccidén enzimatica es utilizada con
los siguientes propdositos: remover glucosa en presencia de un
exceso de oxigeno, remover oxigeno en presencia de un exceso
de glucosa, producir acido glucdonico y formar perdxido de hi-
drégeno. Con relacidon a la remocion de glucosa, su principal
aplicacion esta dirigida a prevenir la reaccidon de Maillard
durante la elaboracidon de productos desecados como huevos,
papas y carne, y a la preparacion de bebidas dietéticas como
jugos de fruta, vinos y cerveza. Por su parte, la eliminacion
de oxigeno para preservar productos sensibles ha dado lugar al
mayor nimero de patentes y publicaciones sobre el empleo de
la enzima (en conjunto con catalasa) en la tecnologia de ali-
mentos. Entre las mads importantes debemos mencionar la preven-
cion de rancidez en mantecas, aceites y mayonesa; estabiliza-
cion de bebidas citricas, vinos y cerveza;,en la prevencion
del empardeamiento de productos congelados como cerezas, du-
raznos y mariscos y en la coestabilizacidon de acido ascorbico
y cianocobalamina. Con relacidon a la produccidén de acido glu-
conico, la enzima se ha inmovilizado en una gran variedad de
soportes con el fin de producir soluciones de este acido o
sus sales con un alto grado de pureza (1, 44, 48, 97). Se ha
mencionado también la posibilidad de desarrollar nuevos pro-
ductos lacteos actuando en combinacidn con la @-galactosidasa
(77). Dentro del campo analitico la cinética de formacidn de

glucdénico ha servido como base para calcular la velocidad de



transferencia de oxigeno en sistemas gas-liquido (100). Final-
mente, y con relacidon a la Gltima aplicacidn mencionada, debe-
mos decir que la capacidad de la reaccidn enzimdtica de formar
H202 ha sido utilizada como base para el desarrollo de una gran
variedad de técnicas destinadas a la determinacidn cuantitativa
de glucosa. Las mas difundidas consisten en determinar el HZOZ
producido con un sistema enzimatico indicador que contiene
peroxidasa (E.C.1.11.1.7) y sustancias oxidables cromogénicas o
fluorescentes (25, 57, 80, 76, 88). Alternativamente el HZOZ
puede ser valorado amperométricamente (105). Una variedad inte-
resante de esta aplicacion es el desarrollo de electrodos o sen-
sores especficos para glucosa que contienen a la enzima (31).

La aplicacidon de este método enzimatico en el diagnéstico cli-
nico y para la determinacion de glucosa en una gran variedad de
fluidos bioldégicos, es en la actualidad de amplia difusidon. Otras
aplicaciones propuestas son la produccién de oxigeno en presen-
cia de catalasa para satisfacer los requerimientos de enzimas
inmovilizadas que consuman 0, (51) y como agente bacteridstatico

en pastas dentifricas (86).

1.5. Valoracion de la actividad enzimatica

Un aspecto de fundamental importancia en el estudio enzimo-
logico es contar con métodos analiticos adecuados para determinar
la actividad de las enzimas. En el caso particular de la glu-
cosa oxidasa la medida de actividad puede ser efectuada por di-
versos métodos, los cuales incluyen medidas de consumo de oxige-
no, de produccidon de acido glucénico y de formacidén de peroxido
de hidrégeno. A continuacidén se realiza un breve anadlisis de las

distintas posibilidades propuestas.
- Medidas de consumo de oxigeno.

La velocidad de consumo de O2 puede ser determinada empleando
técnicas manométricas con respirometros convencionales (9, 74,
85) o bien con el uso de electrodos de oxigeno (52, 101). En
la realizacion de este tipo de medidas es fundamental conocer
el destino final del H202 producido ya que el mismo determinara
en Gltima instancia el consumo neto de oxigeno de la reaccidn
enzimdtica. Teniendo en cuenta que ain bajo las condiciones mas

favorables parte del H202 generado se descompone y que ademas
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los preparados de glucosa oxidasa contienen normalmente catala-
sa, es recomendable que las medidas se efectlien en presencia de
un exceso de esta enzima para asegqurarnos la total y rapida des-
composicion del H202 a medida que se produce. Bajo estas condi-
ciones y para el cdlculo de la actividad es necesario considerar
que la catalasa recicla la mitad del 02 consumido en la reaccion
por lo cual la oxidacién de un micromol de glucosa implica el
consumo de 0,5 micromoles de 02 o sea 11,2 pl de 02 en CNTP.

Por otra parte es conocido que la catalasa en presencia de
HZOZ y sustancias oxidables como ciertos alcoholes puede actuar
como una peroxidasa oxidando el alcohol a aldehido (43). Esta

reaccion puede representarse de la siguiente manera:

catalasa . __
R rCHZOH + H202 R-- CHO + ZHZO

La determinacion de glucosa oxidasa puede también ser reali-
zada en presencia de catalasa y alcohol (generalmente etanol)
pero en este caso la oxidacion de un micromol de glucosa da lu-

gar a un consumo de 22.4 ﬂl de O (CNTP) debido al empleo del

2
H,0, en esta reaccidn acoplada de oxidacidn (9, 43, 85)

En el siguiente esquema de reacciones se resumen las tres si-
tuaciones posibles bajo las cuales pueden realizarse las deter-

minaciones:

Oxidacion de la glucosa en presencia de glucosa oxidasa:

C,H,,O, + H.O + O C

61276 2 2 6 1277 272

Oxidacién de la glucosa en presencia de glucosa oxidasa vy

catalasa:

C,H,,O, + 1/2 0 C6H 0

61276 2

Oxidacion de la glucosa en presencia de glucosa oxidasa,

catalasa y etanol:

6H120¢ + 02 + CH3CH20H C6H1207 + CHBCHO + H20

H : D- : aci on i
06 D-glucosa, C6H1207 acido glucodnico

CHJCHZQE:etanOI, CH3CHO : acetaldehido
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De acuerdo a lo mencionado surge la necesidad de estable-
cer con exactitud bajo qué condiciones se realiza la medida,
a fin de asegurarnos que los valores de consumo 02 sean este-
quiométricos con la cantidad de sustrato (glucosa) transfor-
mado.

Las medidas de consumo de 0, son precisas y de gran sensi

2
bilidad (0,02 a 0,5 U.1.*) pero son desventajosas en el senti

do de que insumen tiempo y son tediosas cuando es necesario

procesar un gran namero de muestras.

- Medida de la produccion de acido glucdnico.

El método propuesto por Underkofler (102) se basa simple-
mente en titular el adcido glucdénico producido luego de un de-
terminado tiempo de reaccion. El procedimiento es simple y
practico pero poco sensible (5 a 25 U.l.*) y a diferencia.del
método manométrico no es necesario considerar la presencia de
catalasa. Se ha mencionado como una posible fuente de error
en la determinacidén, la cinética de hidrolisis de la glucono-

lactona.

- Medida de la formacidn de peroxido de hidrdgeno.

Las distintas alternativas propuestas para medir la velo-

cidad de formacion de H_ 0, son las siguientes:

22
]. Determinacion amperométrica del I2 formado por la
accién del H_.0. sobre el ioduro (70).

2 2
2. Determinacion potenciométrica de la disminucion de

50, producido por la accion del H,0, sobre el SO3H- (3).

3. Determinacidn fluorimétrica en presencia de peroxi-

dasa y sustancias oxidables .fluonescentes (76, 81).

L, Determinacidn colorimétrica en presencia de peroxi-

dasa y sustancias oxidables cromogénicas (54, 60, 98).

La sensibilidad de estas técnicas es comparable a las me-
didas de consumo de 02 pero presentan la ventaja de una mayor
rapidez en a determinacion.
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1.6 Obtencidn de glucosa oxidasa

El método de produccidon de glucosa oxidasa lo constituye la
clasica fermentacidn en cultivo sumergido. De acuerdo a la bi-

bliografia el sistema de cultivo empleado casi con exclusividad

es el '"batch" y a excepcidn del trabajo de Novak (66) su produ-
cidon en sistema continuo no ha sido mencionada. En Aspergillus
y en Penicillum la enzima es de caracter inducible y su forma-

cion por el hongo es marcadamente dependiente de la composicidn
del medio de cultivo siendo de particular importancia la in-
fluencia de las fuentes de carbono y nitrégeno (26, 27, 28, 29).
Al igual que en otros procesos fermentativos la composicidon del
medio de cultivo y las condiciones de operacidn 6ptimas para su
produccidon dependen de los requerimieﬁtos particulares de cada
cepa (27, 28, 65, 69). La enzima es de naturaleza intracelular
pero un aspecto importante distingue la fermentacidn con ambos

géneros de hongos. En Aspergillus la misma es extraida del mi-

celio generalmente con el empleo de métodos fisicos o mecanicos
de ruptura celular entre los que se destaca por su eficiencia
la agitacidon con abrasivos (55, 107, 109). En cambio con

Penicillum la progresiva autolisis que sufre el microorganismo

en el transcurso del proceso hace que su recuperacion sea fi-
nalmente efectuada a partir del medio de cultivo, asemejandose
en este aspecto a la produccién de enzimas extracelulares (85).
Estas diferencias tienen su incidencia en los tiempos de proce-
SO que necesitan estas cepas para alcanzar sus maximos rendi-

mientos. Las fermentaciones con Aspergillus oscilan entre 16 y

24 horas, en cambio con Penicillum los periodos son mas pro-
longados, alrededor de 60 hs. (55, 65, 108).

Los mecanismos bioquimicos que regulan la sintesis de glu-

cosa oxidasa en estos hongos filamentosos no han sido elucida-
dos en su totalidad. Algunas apreciaciones han sido realizadas
a partir del comportamiento observado en la fermentacidn glucd

nica particularmente con Aspergillus Niger. Se considera que

la produccidon de adcido glucdnico es la expresion fenotipica de
lo que se ha denominado metabolismo por sobreflujo (overflow

metabolism) de los carbohidratos (17, 24). El concepto suyacen
te en esta definicidén es el siguiente: bajo determinadas condi

ciones de cultivo el hongo recibe un aporte de carbohidrato que
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'supera su capacidad de utilizarlo como fuente de energia y bio-
masa, derivando de esta manera una fraccidon .del mismo hacia la
formacion de gluconico el cual es segregado al exterior y acumu-
lado en el medio de cultivo. La imposicion de este sobreflujo
puede ser logrado mediante el manejo conveniente de numerosos
factores como la concentracion de la fuente de carbono, el pH,
etc. A modo dée ejemplo podemos mencionar que cuando el hongo se
cultiva en un medio con adecuado balance de minerales y fuente
de nitrdogeno,en presencia de bajas concentraciones de fuente de
carbono como pueden ser 0,5% 6 1%, el mismo crecera sintetizan
do material celular con una nula o infima formacidén de acido or
ganico. Pero al incrementar la concentracion de azicar al 5% o
10%, una importante fraccion de la misma aparecera como acido
organico en el medio de cultivo. De igual manera si en el prime-
ro de los casos el crecimiento es impedido o seriamente limitado
por ausencia o deficit de algin componente del medio, la fuente
de carbono ser3d convertida en acido organico en una alta propor-
cion. Un comportamiento similar es observado en relacion a la
formacidon de otros acidos organicos como son citrico, oxalico,
fumarico, etc.(24, 96). De esta manera y con un correcto manejo
del medio de cultivo y de las condiciones de operacidon se han
alcanzado conversiones de hasta un 90% y 100% a partir de solu-
ciones conteniendo entre 15% y 30% de carbohidrato (16, 42, 96).
Cabe mencionar que en general la produccidon de un acido organi-

co por estas cepas de Aspergillus Niger no es excluyente de la

formacion de otro. Dependiendo de las condiciones de cultivo y
de la especificidad de la cepa, es comin observar la acumula-
cion de glucdénico, citrico u oxalico (24). Este comportamiento
demuestra la versatiilidad del metabolismo de los hongos y la
necesidad de establecer con limites precisos las condiciones
Optimas de proceso segin sea el producto de nuestro interés.
El dcido glucénico tna vez presente en el medio de cultivo pue
de ser utilizado por el microorganismo como fuente de carbono
lo cual generalmente ocurre cuando la fuente original se ha
consumido en su mayor parte (53).Algunos estudios bioquimicos
han demostrado que la degradacion del gluconato puede ser rea-
lizada por diversos caminos metdbolicos que conducen a interme
diarios de la via glicolfTtica (21, 40O). Podemos decir entonces

que la capacidad genética de sintetizar glucosa oxidasa por
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estos hongos es un recurso del cual disponen cuando por diver-
sas causas se encuentran en un medio desbalanceado que no les
permite aprovechar con total eficiencia la fuente de carbono,
obligandose a derivar la misma hacia la formacidn de glucéni-
co. Por lo tanto se puede establecer en principio ciertas ana-
logias entre la fermentacidn glucdnica y el proceso de obten-
cion de glucosa oxidasa ya que evidentemente la primera de
ellas requiere la presencia activa de la enzima en las células
del hongo. Sin embargo cabe hacer la siguiente consideracion;
en la produccion de glucdénico el objetivo es obtener la mayor
conversion posible de la fuente de carbono en acido organico
lo cual conduce necesariamente a una reducida formacidon de bio
masa. En cambio cuando elproceso es enfocado hacia la produc-
cidon de enzima considerando esta como un producto intracelular

como en el caso de la fermentacidn con Aspergillus Niger, es

necesario tener-en cuenta que los rendimientos seran funciodn
no s6lo del contenido de glucosa oxidasa de la biomasa sino
también de la concentracion de dicha biomasa en el medio de
cultivo. En esta situacidén se debe buscar un compromiso entre
ambos parametros para que el proceso no sea antiecondmico y es
por ello que las condiciones que resulten mas favorables para
la produccidon de la enzima no deben ser necesariamente las mis

mas que las establecidas para una 6ptima fermentacidon glucdnica.

1.7 Desarrollo del trabajo

Para realizar el presente .trabajo se empléo la cepa de

Aspergillus niger NRRL3 productora de acido glucdénico y por lo

tanto fuente potencial de glucosa oxidasa (16). En la primera
parte se estudid un método colorimétrico para la determinacidn
de la actividad enzimatica el cual por su facil realizacion

y simplicidad resultd sumamente adecuado como técnica de rutina.
Las experiencias del proceso fermentativo se iniciaron con la
seleccion de un método de extraccion de la enzima y con los en
sayos en frascos agitados donde se investigo la influencia de
la composicion del medio de cultivo sobre la produccién enzima-

tica. Finalizadps estos ensaycs se estudid la operacion de ex-

traccion a efectos de establecer las condiciones optimas de
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procesamiento de las células del hongo. Por Gltimo se utlliza-
ron fermentadores con agitacién mecanlica en una escala de cua-
tro litros donde se analizd la influencia de diversas variables

de operacion en los rendimientos de la fermentacion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismo

2.1.1. Cepa empleada en los estudios

Se empled como microorganismo productor de enzima la cepa

de Aspergillus niger NRRL 3 provista por el Northern Regional

Research Center (U.S.Department of Agriculture).

2.1.2. Conservacidon de la cepa

La cepa se recibido como esporos liofilizados, los cuales

se resuspendieron en solucion fisioldgica y se sembraron en el
medio 1. Luego de incubar a 30°C durante 6 dias la nueva gene-
racion de esporos se recolectdo de los desarrollos con solucidn
fisioldgica conteniendo 0.01% de Tween 80. Una fraccidon de 1la
suspension obtenida se la liofilizd en suero de conejo o suero
de equino para el mantenimiento de los esporos por perfodos pro
longados de tiempo (36, 68). Otra fraccién se la llevé a una
concentracion de glicerol del 15% v/v y se la congeld en .peque-
fias ampollas a la temperatura de -20°C empledndose estos espo-
ros para la preparacion de los cultivos de trabajo por un tiem
po maximo de 6 meses. Transcurrido dicho perfodo se tomé un lio
filizado y se repitio el procedimiento, es decir, se obtuvieron
nuevos esporos sembrando el medio | con los cuales se prepard
una nueva serie en élicerol. Este procedimiento permitido un co-
rrecto manejo de la cepa preservando de esta manera su capaci-

dad fermentativa.

2.2, Medios de cultivo

2.2.1. Medio de produccién de esporos (medio N°1)

Glucosa =-====-=---------------c--ec--m-oo--- 3.0 g
NHANO3 ; ---------------------------------- 0.025 g
Peptona =---=-===-=--c--cc-mo-o-ooo-oo- ---- 0.025 g
KHZPOA ----------------------------------- 0.012 ¢
MgS0,.7H,0 -----------------mommmmo oo oo 0.010 g
CaCO3 ------------------------------------ 0.4 g
Agar -----=---------------mmm-mo—-———----- 2.5 g
Agua destilada c.Ss.p. =—=-----=--=---=------- 100 ml

El pH del medio es de 6.40

hidrolizado pepsinico de higado de cerdo
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2.2.2. Medio base de fermentacidn (medio N°2)

Como medio base para el desarrollo del proceso fermentativo
se empled una modificacion del medio de Muller (27) cuya compo-

sicion es la siguiente:

Sacarosa --------------------mmmooom oo mmo- 5.0 g
Ca(No3)2.uH20 ----------------------------- 0.2 g
KHZPOQ ------------------------------------ 0.025 g
MgSOb.7H20 -------------------------------- 0.025 ¢
O e 0.025 g
Acido citrico monohidrato ------=---------- 0.075 g
FeCl3.6H20 -------------------------------- 0.002 g
Macerado de mafz (sdlido) -==-=======-==---=--- 1.0 g
Agua destilada c.s.p. -=-=-=--=-=--=------=-- 100 ml

El pH del medio se ajusta al valor 4.50.

2.3 Determinaciones analfticas

2.3.1. Recuento de esporos

Se realizé en una camara de recuento celular del tipo Neubauer

2.3.2. Peso seco

El contenido de materia seca del micelio o de un volumen
determinado de la suspension de células desintegradas se deter-

miné en estufa a 105°C hasta pesada constante.

2.3.3. Medida de pH

La misma fué efectuada utilizando un peachimetro Metrohm E 396

2.3.4. Medida del oxigeno disuelto

Se realizo por medio de un electrodo galvanico marca Biotec.
Se expresa en forma relativa como porcentaje del valor inicial

presente en el cultivo que se toma como 100% de saturacidn.

2.3.5. Consumo de oxigeno en el fermentador

Se estimd por un balance de materia considerando el porcenta-

je de 02 en los gases de entrada y salida del fermentador. Se em-

pled la siguiente formula.

- :
VCOo = v (Oe OS) x 600
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VCO: Velocidad de consumo de 02( ml 02 )

1 x h
F: Caudal de aire suministrado al cultivo (%T%%%g)
V. : Volumen de cultivo (1)
Oe y OS: Porcentaje de O2 en los gases que entran y salen del

fermentador respectivamente

Los porcentajes de 0, se midieron en un analizador Beckman

2
modelo OM-14

2.3.6. Medida del consumo de sacarosa

Se efectudo en el filtrado del cultivo empleando el método
de Hyvarinen y Nikkila (39) previa hidrélisis en HCL 1,25%

(concentraciédn final) en bafo maria durante 15 minutos.

2.3.7. Medida del consumo de nitrato

Se efectud en el filtrado del cultivo empleando el método

colorimétrico de Lees y Quastel (66).

2.3.8. Determinacidén de proteinas

La concentracidon de proteina soluble en los extractos celu
lares se determin6é por el micrométodo de Biuret en el ultravio
leta segin ltzhaki R. (41). Cuando la determ{nacién se realizd
sobre la suspensidon celular, la misma fué previamente dilufda a
una concentracion aproximada de | mg/ml de materia seca y tra-
tada con NaOH | N (concentracidon final) a 100°C durante 5 minu
tos para su digestidén (37). Luego se procedié a centrifugar y
determinar en el sobrenadante la concentracidon de proteina por

el método mencionado.

2.3.9. Medida de la velocidad de absorcién de oxigeno (VAOQ)

El valor de VAO en los fermentadores con agitacidén meca-
nica y del sistema de frascos agitados se calculd en base al

método de Cooper. (14).
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2.3.10. Cromatografia en papel! de acidos organicos

Se llevé a cabo por la técnica descendente con papel Whatman
N°3 y empleando como solvente de desarrollo n-Butanol, acido fér-
mico y agua en relacidén 10:7:10 (53). Como revelador se utilizé
una solucidon de etanol (50%) conteniendo 5% de xilosa y 5% de
anilina (92). La cromatografia de las muestras del cultivo fueron
realizadas en el filtrado, el cual previamente se acidificd con
HC! para desolver los cristales formados durante la fermentaciodn
y centrifugd para eliminar todo resto de sedimento. Del sobrena-
dante se sembraron directamente 5 ﬂl sobre el papel y se realizéb
la corrida durante 3 a 4 horas a temperatura ambiente. En forma
paralela se corrieron los acidos patrones (100 yg) como ser glucd-
nico, citrico y oxalico. La localizacion de los acidos se reali-
20 impregnando el papel con la solucidn reveladora y calentando

brevemente a 105°C (92).

2.3.11. Determinacidn de glucosa oxidasa

Luego de analizar las distintas alternativas propuestas para
valorar la actividad enzimatica (item 1:5) se consideré intere-
sante utilizar el método colorimétrico que consiste en medir la
velocidad de formacion de H202 con peroxidasa y una sustancia
oxidable cromogénica. En su eleccion se tomd en cuenta que la
bibliografia menciona su aplicacidon a la determinacidon de la en-

zima en extractos celulares de Aspergilus niger (60,98) como a

la conveniencia de no requerir equipos especiales para su realiza-
cion y a la sensibilidad y sencillez de procedimiento que impli-
ca este tipo de método. Sin embargo y debido a que los autores
emplean esta determinacidon bajo condiciones de ensayo muy dife-
rentes y se limitan a dar una descripcion parcial del desarro-
llo de la técnica, resulgé necesario estudiar con mayor detalle
el método colorimétrico a fin de establecer una metodologia con-
fiable y precisa para su utilizacion. Las experiencias que se
realizaron con tal fin se incluyen en resultados experimentales
(item 3.1) describiéndose en la presente seccion el fundamento
del método y las condiciones finales establecidas para la reali-

zacion de la medida.

Fundamento de la determinaciodon.

Se menciond anteriormente que el H202 formado por la accidn

de la glucosa oxidasa es determinado colorimétricamente mediante
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el empleo de un sistema enzimatico acoplado que contiene perox]
dasa’y'una sustancia oxidable cromogénica. Por lo tanto el princi
pio en que se fundamenta la medida es el mismo que el empleado
para la determinacion cuantitativa de glucosa con reactivos si-
milares (25, 47, 57). La diferencia reside en que las condicio-
nes del ensayo se adaptan para que la velocidad de la reaccidn
colorimétrica sea funcion de la actividad de glucosa oxidasa.

La secuencia de reacciones es la siguiente:

Reaccidon principal (glucosa oxidasa)

Reaccidn indicadora (peroxidasa, donor):

E + H,0 — ES

272 1
ES1 + AH2 _ FE + A + 2H20
E: peroxidasa ES,: complejo enzima-sustrato

AH2 y A: Donor de h:drégeno reducido y oxidado respectivamente.
De acuerdo al esquema podemos decir que en presencia de un
exceso de glucosa y oxigeno y un sistema enzimatico indicador
que utilice el H202 con -una velocidad mucho mayor que la de su
formacién, el incremento en la concentracién de A (donor oxidado)
serda proporcional a la actividad de glucosa oxidasa. La especifi
cidad de peroxidasa por su sustrato es alta vy sélo el HZOZ y al-
gunos alquil perdoxidos monosustituidos pueden actuar como tal
(13, 56). En cambio una gran variedad de sustancias pueden ser
utilizadas como donores de hidrdgeno algunas de las cuales al
oxidarse dan lugar a un producto coloreado. De esta manera la
o-dianisidina (3,3'-dimetoxibenzidina) y el ABTS (sal diamdnica
del acido 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolfna) sulfdnico) han
sido empleados para determinar el incremento de absorbancia de-
bido a la reaccion enzimatica, la cual puede seguirse espectro-
fotométricamente a 410 y 440 nm, o bien como en el caso de la
o-dianisidina la reaccidén puede detenerse con la adicidon de acido
dando lugar a un color rojo estable con un maximo de absorcidon de
alrededor de 530 nm (54,60). Esta Gltima alternativa presenta ma-
yor practicidad ya que permite adaptar el ensayo para medir varias
muestras simultaneamente. La actividad de la glucosa oxidasa se

calcula entonces conociendo mediante una curva de calibracion
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la relacidon entre la concentracidon de H202 y la absorbancia

de la solucién.

Reactivos:

I. Peroxidasa (E.C.1.11.1.7); se empled siempre un preparado
liofilizado obtenido de Boehringer, de grado I con un indice de
pureza (PN) de 3.0. Para estandarizar este reactivo se determind
su actividad por el método del guayacol a 25°C en las condicio-
nes de ensayo para la constante cinética kh (13). La unidad se
definido como la cantidad de enzima que produce un incremento de
0.05 unidades de absorbancia por segundo. El preparado comercial

presento una actividad de 107 + 5.0 U/mg.

I'l. Clorhidrato de o-dianisildina:Se prepard haciendo burbu-
jear cloruro de hidrogeno en una solucidon de O-dianidisina
(FLUKA) en benceno anhidro durante 20 minutos. Una vez filtrado
y secado se lo recristalizé en metanol. Se conservé a -16°C en

recipiente hermético y protegido de la accidon de la luz.

I1l1. Solucién comercial H.0., al 30.4% (Atanor S.A.). Acido

22
sulfirico 96% d: 1.84 (Merck), Glicerol de grado analitico
(Laboratorio Cicarrelli). Glucosa anhidra (BDH). Se empled

siempre en la preparacion de los reactivos agua destilada.
Para realizar la determinacion enzimatica se preparan las

siguientes soluciones:

A. Solucién de peroxidasa (70 ug/ml) y clorhidrato de o-dia-
nisidina (300 ug/ml) en glicerol al 40% v/v. Se conserva a -20°C

durante 30 dias.

B. Regulador de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.0.
C. Solucidon de D-glucosa 0.66 M en agua destilada.

D. Acido sulfirico al 50% (1 volumen de H,S0, 96%, d: 1.84 + 1

volumen de agua destilada)

E. Reactivo indicador: Se prepara en el momento previo a la
determinacién mezclando volimenes iguales de las soluciones A y B.

Se mantiene refrigerado en hielo.

F. Solucidon patrén de HZOZ: Se prepara mediante una dilucidn
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1:1000 de la solucidén comercial. Contiene aproximadamente 8.9
umoles de H202/ml. Puede conservarse a 4°C (en recipiente oscu-
ro) durante 2 a 3 meses. Antes de realizar la curva de calibra-

cion su concentracion exacta se determina iodométricamente con
S.0.,Na,.5H
23 2 5

Cr207K2.

20 normalizado frente a una solucidon patrdn de

Procedimiento:

La medida se realiza 37°C utilizando un bafo termostatico
(+ 0.1°C) con agitacidén mecanica. En el mismo se coloca un tubo
de ensayo de 1.5 x 7.5 cm al cual se adicionan sucesivamente
] ml de reactivo indicador mas 0.4 ml de solucidon de 0.66 M de
glucosa. Una vez alcanzada la temperatura de trabajo se agregan
0.2 ml de solucidén enzimidtica (conteniendo como maximo 0.45 U/ml)
y el sistema se agita intensamente para proveer un adecuado gra-
do de aeracion. Al cabo de | minuto o un mayor tiempo si es ne-
cesario la reaccidon se detiene con | ml de stoh al 50% que
produce al mismo tiempo un color rojo estable. El blanco se rea-
liza con 0.2 ml de agua destilada en reemplazo de la solucion
enzimatica y la curva de calibracion con 0.2 ml de soluciones de
H,0, de concentracidn conocida obtenidas por diluciones apropia-

2 2
das de la solucidon patron. La absorbancia del color se determina

a 530 nm.

Definicion de la actividad enzimatica.

Una unidad de glucosa oxidasa corresponde a la cantidad de
enzima que produce la formacidon de un micromol de H202 por mi-
nuto en las condiciones del ensayo. Esto es equivalente a la oxi-

dacion de un micromol de glucosa por minuto.

Expresion de resultados.

El contenido en glucosa oxidasa del hongo se expresd en uni-
dades por gramo de micelio seco. Las mismas se calculan realizan-
do al cociente entre la actividad del extracto celular y la con-
centracidén de células (en base seca) presentes en el mismo.

La produccidon volumétrica se expresd en unidades por litro de medio.
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Método manométrico.

Durante el estudio del método colorimétrico se reallzaron
ensayos comparativos con determinacliones manométricas del con-
sumo de oxigeno. Las mismas fueron efectuadas en un equipo
Warburg a 37°C colocando los reactivos de la siguiente manera:
brazo lateral: 0.4 ml de solucién de glucosa 0.66 M §

0.4 ml de agua destilada (blanco)

compartimiento principal: 0.8 ml de regulador de fosfato
de sodio 0.06 M pH 7.0 en glicerol al 25% v/v + 0.2 ml
de solucién de catalasa (E.C. 1.11.1.6) + 0.012 ml de eta-

nol absoluto + 0.2 ml de solucidn enzimatica.
celda central: 0.2 ml de KOH al 20%.

La solucion de catalasa empleada en la medida contiene 120 uni-
dades Baker /ml determinadas segin Scott y Hammer (83). En las
condiciones en que se realiza el ensayo manométrico la oxida-
cion de un micromol de glucosa o la equivalente formacidn de un
micromol de H202 corresponden a un consumo de 22.4 ul de 02.

2.4 Condiciones de operacidn

2.4.1. Ensayos en frascosagitados

En esta escala de trabajo se realizaron las experiencias don-
de se estudido la influencia de la composicion del medio de culti-
vo sobre la produccidon de enzima. Se trabajo por el sistema de
lotes empleandose frascos del tipo erlenmeyer de 1000 ml de ca-
pacidad conteniendo 100 ml de medio. La incubacidon se realizd
en cuarto estufa a 30°C y la agitacion fué provista por un agita-
dor rotatorio de 2.5 cm de excentricidad que se operd a 250 rpm.
La velocidad de absorcidén de oxigeno (V.A.0.) para el sistema

-1 -1

empleado es de 21 m moles de O2 x 1 x h ",

2.4.2. Ensayo en fermentadores con agitacidédn mecanica

En esta escala de trabajo se estudid el efecto sobre los ren-

dimientos enzimaticos de las siguientes variables del proceso:
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1. Inbdculo
2. pH del cultivo
3. Suministro de oxigeno

4L, Concentracién de la fuente de carbono.

Las experiencias se realizaron en un equipo marca LKB 1601
Ultroferm con volumen de trabajo de 2 a 4 litros de cultivo y
brovisto de controles para agitacidon, temperatura, caudal de
aire, pH, espuma y monitores continuos para oxigeno disuelto,
volumen de agente neutralizante o antiespuma adicionado, etc.
Todos los ensayos se efectuaron a 30°C empleando 4 (cuatro) 1i
tros de cultivo al cual se le suministrd un caudal constante
de aire a razdén de 1 litro x litro de medio x minuto. EIl aire
que se introduce al fermentador por un aerador anular de 18
orificios de 0.5 mm de di-ametro se esterilizd haciéndolo pasar
a través de un filtro papel de fibra de vidrio de 47 mm de dia
metro sostenido en el interior de un soporte de polipropileno.
El conjunto filtro-soporte se autoclava previamente con el res
to de la unidad de fermentacion.

El control de pH se realizdo. automaticamente utilizando como
agente neutralizante solucidn de NaOH al 20 6 30% que no se es-
terilizdo. Como sensor de pH se empled un electrodo INGOLD que
fué sumergido 30 minutos en alcohol de 70% previo a su introduc
cion en el fermentador.

Las diferentes condiciones de aeracion del cultivo se obtu-
vieron modificando la velocidad de agitacion. EIl agitador, una
turbina plana de 6 paletas, se operd a 550, 700 y 850 rpm co-

rrespondiendo valores de velocidad de absorcidon de oxigeno de
-1

71,3, 136 y 200 m moles 0.2 x | X h_] respectivamente. EIl ni-
vel de espuma se controld en forma automatica empleando anties-
umante a base de siliconas tipo SAG 471 (Darmex) el cual se pre
paro bajo la forma de una emulsidon acuosa al 10%.

2.4.3. Esterilizacidn

Todos los materiales y medios de cultivo empleados en esca-
la de frascos agitados se esterilizaron en autoclave tipo
Chamberlain con vapor saturado de 121°C durante 20 minutos. Pa-
ra el medio base (N°2) se procedidé a esterilizar por separado

los fosfatos, lasacarosa junto al nitrato de calcio y el macerado
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de maiz con el resto de los componentes. Cuando se Introdujeron
modificaciones en la composicidén del medio los nuevos componen-
tes se esterilizaron siguiendo un esquema similar. La planta de
fermentacion junto al filtro de aire y el antiespumante fueron

en cambio esterilizados en un autoclave automatico reduciéndose

en este caso a 15 minutos el tiempo de retencidon a 121°C.

2.4.4, Desarrollo del inbéculo

Para la obtencion del indculo se parte del material conser-
vado en la solucidén de glicerol (item 2.1.2.) el cual se descon-
gela (generalmente una ampolla) y se siembra en el medio [.
Luego de incubar durante 6 dias a 30°C los esporos se resuspen-
den en solucién fisioldgica conteniendo 0.01% de Tween 80 y se
transfieren al medio base (N°2) en una concentfacion de 10h/m|.
El material sembrado se cultiva durante 20 horas y el desarro-
llo vegetativo se emplea para inocular al 10% el mismo medio o
alguna de sus modificaciones. El indculo presenta generalmente
un pH de 4.2-4.3 y una concentracion celular comprendida en-
tre 3.5 y 4.0 g/1 de micelio seco. Esta condicidon de inbculo
se utilizd durante los ensayos efectuados en escala de frascos
agitados y se modificdo posteriormente para las experiencias en

fermentadores segin se discute en el punto 3.5.1.

2.4.5. Procesamiento de las muestras del cultivo

Para los ensayos en frascos agitados y a una hora prefijada
del proceso se retirdo un frasco del agitados y luego de medir el
pH y el volumen exacto del cultivo, el contenido total del mis-
mo se filtrd a través de papel Whatman N°L4 empleando un filtro
de tipo Butchner con ayuda de vacio. La torta de micelio se la-
vd repetidas veces con agua destilada, se escurrido entre papeles
de filtro y se la congeld en cajas de Petri a -20°C hasta el mo-
mento de proceder a la extraccion de la enzima. En ensayos pre-
vios se determind que las muestras de micelio pueden conservar-
se congeladas durante 30 dias sin pérdida apreciable de activi-

dad. La extraccidon se realizé desintegrando el micelio con una
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prensa X (Biox-Sweden) de 25 ml de capacidad, reallizando un so-
lo pasaje de la muestra a -28°C.(la descripciédn y operacidén del
equipo se detallan en el punto 2.4.6),Luego del tratamiento la
suspension acuosa de células desintegradas se llevé a un volumen
conocido tomandose de la misma una alfcuota para determinar su
contenido de materia seca y evaluar de esta manera la concentra-
cion celular del cultivo. A continuacidédn la suspensién se cen-
trifugd a 4°C (15000 g % 10 minutos) y en el sobrenadante se
determind la actividad de glucosa oxidasa. Generalmente se em-
pled en el proceso de extraccidon entre 1 y 2.5 g de micelio hi-
medo. Cuando se obtuvieron del cultivo cantidades superiores en
peso himedo de células se adoptd el siguiente procedimiento; se
fracciono el micelio en dos porciones de peso himedoconocido,
una de las cuales se congeldo y la otra se colocdé inmediatamente
en un tubo o pesa filtro previamente tarado para determinar el
peso seco de células contenido en dicha fraccién. Con la muestra
congelada se procedi6 de manera similar a lo descripto anterior-
mente. La concentracidon celular del cultivo se obtuvo en estos
casos de los valores de peso seco de ambas fracciones.

Para las experiencias en tanques agitados se procesaron en-
tre 30 y 50 ml de caldo separando las células del medio en la
forma descripta anteriormente y congelando la totalidad del mi-
celio contenido en dicho volumen. Las condiciones de extraccion
fueron en cambio modificadas realizando en este caso tres pasa-
jes de la suspensién por la Prensa-X a -28°C y determinando la
actividad de glucosa oxidasa en el homogenizado sin centrifu-

gar.

2.4.6. Extraccion de glucosa oxidasa

Comparacion de diferentes tratamientos del micelio en la

eficiencia de extraccidon: En esta experiencia se ensayaron

diversas técnicas convencionales de extraccidén de enzimas

con el objeto de evaluar su eficiencia en la extraccion de
glucosa oxidasa del micelio. Los métodos empleados fueron:
a. Homogeneizacion

b. Secado con acetona

c. Tratamiento ultrasonico
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d. Desintegracidn con abrasivos (arena)
e. Extrusién sélida (Prensa-X)

Para realizar el estudio se empled un cultivo de 12 horas de
desarrollo en el medio base (N°2). Las células fueron separadas
del medio en la forma descripta en 2.4.5. y congeladas en por-
ciones de |1 g. Cuando fué requerido se descongeld una cantidad
determinada de micelio y se lo sometid a uno de los métodos
mencionados. Luego de cada tratamiento las suspensiones se cen-
trifugaron a 4°C (15000 G x 10 minutos) determindandose en el so-
brenadante la actividad de glucosa oxidasa. Cada tratamiento se
realizo por cuadruplicado. Los resultados se expresan en unida-

des enzimaticas extraidas por gramo de micelio himedo tratado.

Descripcion de los tratamientos

a. Homogeneizacidén: 2 g de micelio se homogeneizaron con 40

ml de H20 en un Omni-Mixer (Sorvall) durante 30 minutos mante-

niendo el sistema refrigerado en un bafio de hielo.

b. Secado con acetona: 2 g de micelio se trataron con 15 ml

de acetona a -25°C durante 2 minutoscon agitacion. Las células
se filtraron y la operacién se volvid a repetir (2 veces) reno-
vando la acetona en cada tratamiento. Finalmente el resto de
solvente se elimind en un desecador con vacio y el micelio se

extrajo con 40 ml de agua.

c. Tratamiento ultrasénico: 2 g de micelio se resuspendieron

en 40 ml de agua y se sonicaron durante 30 minutos con una po-
tencia(nominal) de 300 w. Se empled un equipo Megason (Ultraso-
nic Instruments International) con transductor de tipo piezo-
eléctrico y una punta de 0.5 pulgadas de diametro terminal.
Como recipiente para la suspension celular se utilizd un tubo
de centrifuga de 9.76 cm de altura por 3.83 cm de didmetro in-
terno con un espesor de pared de 0.39 cm que se mantuvo inmerso

en bafio de hielo durante el tratamiento.

d. Desintegracion con abrasivos: 2 g de micelio se disgre-

garon en un mortero refrigerado durante 20 minutos con 15 g de
arena y 15 ml de agua. La suspensidn se volvo a un erlenmeyer

y el mortero se lavo con 25 ml de agua. Luego de agitar intensa-
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‘mente durante 10 minutos se filtrd a través de una gasa y se
centrifugo en la forma anteriormente indicada. La calidad de
arena adecuada se obtuvo tratando arena comidn con HCL al 10%
durante | semana a bafo maria renovando 3 a 4 veces el a3cido
y lavando posteriormente con agua comin y luego destilada has
ta reaccidn de C1 negativa. En una etapa final se seca en es

tufa.

e. Extrusidn sélida (Prensa-X) 2 g de micelio se resuspen

dieron en 25 ml de agua y se sometieron a un solo pasaje a -28°C.

Descripcién y operacidén de la Prensa-X

El equipo fué desarrollado por Edebo (19) y resulta suma-
mente eficiente para desintegrar célulasjmecénicamente resis-
tentes como son ciertas bacterias y el micelio de determinados
hongos filamentosos (20, 38). Permite ademids realizar la opera
cion de extraccidén a baja temperatura, lo cual es ventajoso
cuando se trata de obtener un producto termoldbil como es en es
te caso la glucosa oxidasa (109). El efecto desintegrativo se
obtiene forzando el pasaje de una suspensidon congelada de célu
las a través de un pequefio orificio por medio de presidn (ex-
trusion sdélida). Para tener una buena eficiencia debe trabajar
se a temperaturas comprendidas entre -25°C y -60°C. La presidn
que debe aplicarse para forzar el pasaje de la muestra es fun-
cion de diversos factores como la temperatura, la concentracion
del material a extrusar y el disefio del equipo. Generalmente oS
cila entre 1600 y 2500 Kg/cmz. El equipo consiste de dos cama-
ras cilindricas (A) separadas por un disco (B) que contiene en
su parte central un orificio de 2.5 mm de diametro. Estos compo
nentes son de acero inoxidable y se sellan herméticamente con
aros de goma. Las camaras y el disco son mantenidos en posicidn
correcta por medio de dos piezas de titanio (C) que se enroscan
entre si. Como accesorios el equipo contiene dos pequefios pisto
nes (D) y un pistén mayor (E) que transmite el movimiento a la
muestra y sobre el cual se ejerce la presion. Para realizar la
extrusion se arma primeramente el equipo y se coloca en una de
las camaras uno de los pequefos pistones. Luego se cierran los
extremos de los cilindros con dos tapones de goma y la prensa

se sumerge en un bafio (alcohol de 60%®)durante 30 a 45 minutos.
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Luego se procede a introducir en la otra camara la suspensiodn
de células a desintegrar y sobre la misma el otro pistén que
previamente se enfrio a la misma temperatura. El equipo se en
fria nuevamente durante 30 minutos, luego de lo cual se reti-
ra del bafio y se coloca en una prensa hidraulica realizando

el extrusado de la suspensidén con ayuda del piston mayor. Pa-
ra realizar varios pasajes por el orificio basta simplemente
con invertir el equipo y repetir el prensado. Una vez culmina
do el procesamiento se desarma el equipo y la muestra se reti-
ra del cilindro procediendo luego a descongelarla o bien mante-

niéndola en dicho estado hasta el momento de su analisis.
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Figura 2. Esquema de 1a Prensa-X: Camara cilindrica (A),

disco (B), sostén de titanio (c), pistan menor (p),

'
pistén mayor (E), muestra congelada (F).
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3. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DlSCUéION

3.1. Determinacidon colorimétrica de glucosa oxlidasa

Las experiencias realizadas tuvieron por finalidad determinar

los siguientes aspectos del método:

- Correlacion entre la concentracion de peroxido de hidrogeno y ab-

sorbancia de la solucidn.

- Rango de actividad de glucosa oxidasa que es posible medir
luego de establecer una concentracidon apropiada del sistema enzi-

matico indicador.

- Correlacién de los valores de actividad con los obtenidos median-

te determinaciones de consumo de oxigeno.

Para el estudio se tombé como referencia el trabajo de Tholey (98)
modificando el procedimiento de acuerdo a lo descripto en materiales
y métodos (item 2.3.11). Se establecidé una concentracidén de glucosa
del 3% (166 mM) a fin‘de corresponderse con valores empleados en
otras determinaciones (74, 102) (este valor como los que se indican
para otros reactivos en el texto y las figuras indica la concentra-
cion final en la mezcla de reaccion cuyo volumen fue en todos los
casos de 1.6 ml). Teniendo en cuenta que el oxigeno es sustrato de
la glucosa oxidasa y para no limitar la velocidad de reaccidén con
el mismo, el sistema se agitdé intensamente durante las medidas em-
pleandose para ello un agitador rotatorio (250 rpm y 2.5 cm de ex-
centricidad) que cumple a su vez la funcidén de bafo termostatico.

Las medidas de absorbancia se realizaron en todos los casos en un

espectrofotometro Beckman 25 con celda de ] cm de espesor.

Curva de calibracion

En la fiqura 3 se representa una curva de calibracidn tipica.
La misma se realizdé empleando soluciones de H202 de concentracion
conocida en reemplazo de la glucosa oxidasa. El rango ensayado
fue desde 12 x 10_3 a 90 x 10-3 umoles de H,O

. 272 _
que la relacidon es lineal hasta una concentracidon de 75 x 10 3

/ ml. Se observa

umoles/ml con la intercepcidon de la abcisa en cero. La sensibi-

lidad es de aproximadamente 0.1 unidad de absorbancia por
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8 x 1073 umoles/ml de H_O La reproducibilidad de la curva es

2 2°
excelente pudiendo constatarse diferencias no mayores del 5% en

el factor de correlacién para un mismo lote de reactivos.

—

-
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o
(o p]

absorbancia (530 nm)
o
@

0.4

0.2

1 1 ] 1 1 | | l l

10 20 30 40 50 60 70 80 90
u moles Hy0,/ml ( x 103)

Figura 3 Curva de calibracion para la determinacion colorimétrica de

glucosa oxidasa

Concentracion de reactivos del sistema indicador

Para establecer qué actividad del sistema enzimatico indicador
resultaba adecuada para determinar un cierto rango de glucosa oxi-
dasa se efectud un primer ensayo midiendo el valor de absorbancia
de la solucidn para un minuto de reaccidon en funcidon de la concen-
tracion de peroxidasa y manteniendo constante la concentracidn del
donor (o-dianisidina). El ensayo se realizé con dos concentracio-

nes de un preparado comercial de glucosa oxidasa (liofilizada de
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Boehringer) variando la peroxidasa desde 0.15 hasta 31 ug/ml y
manteniendo la cantidad de donor en 156 ug/ml que corresponde a
0.79 umoles/m]l de clorhidrato de o-dianisidina. Los resultados

se muestran en la figura 4 donde se observa que la absorbancia

de la solucidén aumenta r3pidamente hasta una concentracidn de

2.5 ug/ml de peroxidasa siendo el efecto mas pronunciado con la
mayor actividad de glucosa oxidasa ensayada. Luego de un ligero
incremento la absorbancia se hace independiente por encima de

10 ug/ml de peroxidasa resultando finalmente proporcional a la
cantidad de glucosa oxidasa adicionada. De esta manera y con el
objeto de tener un exceso de enzima indicadora se decidio emplear
una concentracidon de 22 ug/ml de peroxidasa equivalente a 35 ug
de la enzima en la mezcla de reaccion.

Para seleccionar una cantidad apropiada de donor se efectud
un ensayo similar al anterior pero variando la concentracidén de
clorhidrato de o-cdianisidina en el rango de 31 a 156 ug/ml que
equivalen a 0.1 y 0.5 umoles/ml del donor respectivamente. Se
utilizd 22 ug/ml de peroxidasa y 1.4 ug/ml de glucosa oxidasa
con un tiempo de reaccion de | minuto. Los valores representados
en el Cuadro 3 muestran que a partir de 0.2 umoles/ml la absor-
bancia se mantiene constante. De acuerdo a ello se establecid wu-
na concentracion de 0.3 umoles/ml de donor a fin de asegurarnos

un exceso de dicho reactivo.

CUADR RO 3

Absorbancia de la solucidon en funcidon de la concentracion

de clorhidrato de o-dianisidina

Clorhidrato de o-dianisidina Absorbancia
umoles/ml (530 nm)
0.10 0.47
0.15 0.51
0.20 0.53
0-30 0053
0.40 0.52
0.50 0.53
Peroxidasa 22 uQ/ml, glucosa oxidasa 1.37 ug/ml. Tiempo de

reaccién | minuto (pH 7.0 y 37°C).
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Concentracion de glucosa oxidasa

Seleccionada la actividad del sistema enzimdtico indicador
con la concentracidon de peroxidasa y donor, se midié el incre-
mento de absorbancia en funcién del tiempo de reaccidén para di
ferentes concentraciones de glucosa oxidasa. Los resultados mos
traron una excelente linealidad y la velocidad de reaccidn re-
sultd proporcional a la concentracidon de glucosa oxidasa adicio
nada (figura 5).

Para simplificar la realizacidon de la medida se optd por
elegir un tiempo fijo de reaccién de | minuto y el rango de acti
vidad medible en estas condiciones se establecid realizando nue-
vas determinaciones con el preparado comercial y graficando jun
to a los valores anteriores las unidades enzimaticas en funcidn
de la concentracion de glucosa oxidasa agregada. Los mismos se
calcularon multiplicando el valor de la absorbancia por el fac-
tor de correlacidon obtenido de la curva de calibracidon. La cur-
va de actividad se representa en la figura 6 observandose que la
proporcionalidad se mantiene hasta 0.056 U/ml de glucosa oxidasa
en la mezcla de reaccién (aproximadamente 0.7 unidades de absor-
bancia). De acuerdo a la sensibilidad de la medida podemos con-
siderar un limite inferior de 8 x 10_3 U/ml (0.1 unidad de absor
bancia). Por lo tanto este rango representa valores comprendidos
entre 0.06 y 0.45 U/ml de la solucidn enzimatica original. Es
evidente que con muestras mas diluidas el tiempo de reaccidn pue-
de incrementarse convenientemente. Por otra parte la actividad
promedio para 16 determinaciones del preparado comercial didé una
actividad promedio de 31.98 U/mg con una desviacion standard de
0.815 lo cual muestra la reproducibilidad del método. La preci-

sion de las medidas individuales oscila en + 1.5%.

Comparacidédn con el método manométrico

Con el propdsito de evaluar el método colorimétrico se hi-
cieron experiencias de valoracion de glucosa oxidasa empleando
la medicidon manométrica y se compard la actividad obtenida se-
gin ambos métodos. En el ensayo se empled el preparado enzima-
tico comercial y distintos extractos celulares obtenidos del
proceso fermentativo.

Los datos de estas determinaciones se consignan en el

Cuadro 4 donde se puede apreciar que la concordancia de ambos
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CUADRDO 4

Lomparacidn entre la determinacidn colorimétrica y manomé-

trica de glucosa oxidasa

Preparado comercial

Ensayo
|
2

3

Extractos celulares

Muestra

A

B
C
D
E

D e t e r m i n a c i o n
Colorimétrica Manométrica*

Uc/ml X02 UM/ml r
0.155 21.5 0.16 0.97
0.19 27.2 0.20 0.95
0.30 4o 0.30 1.0
0.16 22.2 0.165 0.97
0.18 27.3 0.20 0.90
0.22 31.4 0.23 0.96
0.225 32.6 0.24 0.94
0.395 55.1 0.41 0.96

UC/ml y UM/mI:

Las determinaciones
ciones descriptas en

Actividad de la solucidon de enzima comercial o del extracto
celular calculada por el método colorimétrico y el manomé-
trico respectivamente.

Consumo de oxTgeno observado en 30 minutos de medida

Relacidon entre las unidades colorimétricas y las manométricas

manométricas se realizaron en un equipo Warburg en las condi-
Materiales y Métodos (ltem 2. 3..11). Como la medida se efec-

tué en presencia de un exceso de catalasa y etanol debemos considerar que la uni-
dad enzimatica representa el consumo de 22.4 ul de Oz/minuto.



métodos es satisfactoria. Para el preparado comercial las diferen
cias en promedio son del 2.6%. Con las muestras de extractos celu
lares los valores de actividad tienden a ser ligeramente inferio-
res para la determinacidén colorimétrica. El promedio de las dife-
rencias oscila en estos casos en 5.4%. Es Interesante mencionar
que muestras de los extractos celulares que no mostraban actividad
en las condiciones de la medida colorimétrica tampoco acusaban
consumo de 0, en la medida manométrica. Este control negativo es

2
un indice de especificidad de la determinacidn.

Consideraciones finales:

Los estudios realizados nos permitieron establecer condicio-
nes de ensayo definidas para realizar la determinacién colorimé-
trica. El rango de actividad enzimatica que permite evaluar el
método, es comparable con otras técnicas de determinacidon de H202
(70, 81). La preparacién de los reactivos no ofrece ninguna difi-
cultad a excepcidn del clorhidrato de o-dianisidina, el cual una
vez obtenido debe conservarse protegido de la luz y la humedad pa
ra evitar su paulatina oxidacién. Por su parte el reactivo peroxi
dasa-donor muestra gran estabilidad cuando se lo conserva en glice
rol al 40% v/v y a bajas temperaturas, lo cual hace innecesaria su
preparacion permanente. Con relacidn a la peroxidasa debemos men-
cionar que existen preparados. con distintos grados de pureza y ac-
tividad. La pureza (purity number:PN) se define como el cociente
entre la absorbancia del grupo hemo (banda Soret a 403 nm) y la
absorbancia de la proteina (275 nm). Para un preparado cristali-
no el PN es de 3.04. Los preparados comerciales comprenden un ran
go que va desde 0.3 a 3.0. En la realizacidon del estudio y duran-
te el desarrollo del trabajo se empled siempre una peroxidasa con
PN 3.0. Cuando hacemos referencia a la concentracidn de peroxida-
sa debemos considerar en realidad la actividad de la enzima ya
que esta propiedad es la que determina el comportamiento del sis-
tema enzimatico indicador. Como la pureza no da informacidon sobre
la actividad, la misma fué evaluada por el método del guayacol
(item 2.3.11). De esta manera se obtuvo la informacidn necesaria
para caracterizar el preparado enzimatico empleado en la determi-
nacién. Si se emplea preparado de menor actividad sera necesario

-ajustar la concentracién del reactivo de manera de mantener la
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misma actividad peroxidasica.

Como conclusidén final debemos mencionar que el método colo-
rimétrico por su sencillez de procedimientos, rapidez y sensibi-
lidad, es sumamente ventajoso frente a las clasicas determina-
ciones manométricas de consumo de oxigeno o medidas de valora-

cién del acido glucdnico.
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3.2 Comparacién de diferentes tratamientos del micelio en la

extraccidon de glucosa oxidasa

Habiamos mencionado en la introduccién de este trabajo que
el procedimiento mas difundido para extraer la enzima del mice-

lio de Aspergillus Niger es el tratamiento de las céelulas con

abrasivos. Esta operacién es generalmente realizada con el em-
pleo de equipos mecanicos que permiten agitar la suspensién de
células y abrasivo (bolillas de diversos didmetros) en condicio-
nes controladas de proceso. En este sentido nuestra dnica posi-
bilidad para el procesamiento de las muestras a escala de labo-
ratorio era el empleo de arena y la realizacién de la operacion
en forma manual, lo cual por sus caracteristicas hace dificulto-
sa la estandarizacidon. Resultd por lo tanto conveniente ensayar
otros tratamientos a fin de observar su eficiencia en la extrac-
cidén y seleccionar el mas apropiado. En la eleccién de los méto-
dos se tomd en cuenta el trabajo de Zetelaki (109) realizado con

otra cepa de Aspergillus Niger y a la disponibilidad de algu-

nos de los equipos en el laboratorio.

Los resultados obtenidos en la experiencia se detallan en el
cuadro 5, donde resulta evidente que el tratamiento con arena
y la extrusidon con la PRENSA-X son muy superiores en eficiencia
a los restantes métodos. Con ultrasonido los rendimientos son
inferiores en un 60% con respecto a la PRENSA-X, mientras que
la simple agitacidon del micelio en un homogeinizador a cuchilla
o la extraccidn acuosa de 1és células previamiente secadas con
acetona resultaron totalmente inadecuadas. Considerando estos
resultados se decidid wutilizar como método de rutina la PRENSA-X
ya que con respecto al tratamiento manual con arena, permite
realizar la extraccion bajo condiciones mas controladas de ope-
racion.

Es importante sefalar que no existen estudios sobre las con-
diciones 6ptimas de ruptura de hongos filamentosos con la
PRENSA-X. En el caso particular del trabajo de Zetelaki, el au-
tor se limita a evaluar la eficiencia del equipo con la simple
observacidéon microscopica de las células, luego del tratamiento.
Ante la falta de informacidon adecuada se optd en este ensayo
comparativo y para los estudios de medio realizados en frascos,
operar la prensa en su forma mas simple, es decir realizando un
solo prensado o pasaje de la suspensién celular y evaluando la

‘actividad enzimadtica luego de separar los restos celulares por

centrifugaciodn.
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CUADRO 5

Extraccion de glucosa oxidasa del micelio de Aspergillus Niger

por diferentes tratamientos

Tratamiento Actividad del Coeficiente de
extracto (1) variacién (2)
(valor medio) (%)
Prensa-X 14,1 7.1
Abrasidon con arena 11 11.8
Ultrasonido 5.8 4.1
Secado con acetona 0.7 11.4
Homogeinizacidn 0.27 10.8

(1) Unidades enzimdticas extraidas por gramo de micelio himedo

tratado.

desviacion standard
valor medio
(4 determinaciones en todos los tratamientos).

100

(2) Coeficiente de variacién (%):
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3.3. Influencia de la composicién del medio de cultivo en la

produccidén enzimatica.

3.3.1. Produccidn en el medio base

Como punto de partida para el estudio del proceso fermen-
tativo se utilizé un medio de cultivo de composicidén similar
al clasico medio de Muller (27) con la diferencia de que al
mismo se lo suplementd con 1% de macerado de maiz (sdélido)
para estimular la germinacién de los esporos y el crecimiento
del micelio en la etapa correspondiente al desarrollo del
inbculo vegetativo. Con dicho indculo iniciamos la segunda
etapa del proceso en la cual se llevaron a cabo los estudios
tendientes a seleccionar las condiciones de medio y operacidn
mads favorables para la sintesis de la enzima y que podemos
considerarla como '"etapa de produccidn''. Antes de comenzar
con el estudio de los componentes del medio de cultivo se
realizd una primera fermentacién con este medio que denomi-
namos base a efectos de observar la relacidon existente entre
la produccidon de glucosa oxidasa y el crecimiento del hongo.
La evolucidon del pH, peso seco, actividad enzimatica del mice-
lio y produccidon volumétrica obtenidas en esta experiencia
inicial se representan en la figura 7. La fermentacidon mues-
tra un curso caracteristico, el contenido en glucosa oxidasa
del micelio es maximo en horas tempranas del cultivo y dismi-
nuye progresivamente a medida que se produce el crecimiento
de la biomasa. La produccion volumétrica de enzima alcanza
su valor maximo a la hora 12 donde se obtiene un rendimiento
de 470 u/1. Se observa ademas durante el desarrollo de la
fermentacidon una disminucidon continua del pH del medio que
refleja la acumulacidon en el mismo de acidos organicos como

el glucdnico que es el producto resultante de la actividad

enzimatica.

3.3.2. Influencia de la fuente de Nitrdgeno

Luego del primer ensayo en el medio base se realizaron
una serie de experiencias en las cuales se estudido la influ-
encia de la fuente de nitrdgeno sobre la produccidon de glu-
cosa oxidasa. Con tal fin se ensayaron conjuntamente con el

medio base diversos medios conteniendo Ca(N03)2.hH20,
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-Figura 7 Produccidon de glucosa oxidasa por Aspergillus Niger

NRRL 3 en el medio base

Composicion del medio en g%: Sacarosa (Merck) 5.0,
macerado de maiz .sélido 1.0, Ca(NOB)Z.hHZO 0.20,
acido citrico monohidrato 0.075,y sales KHZPOQ Q.025,
MgSOb.7H20 0.025, KCI 0.025, FeC|3.6H20 0.001.

Condiciones de operacion: Frascos de 1000 ml con 100

ml de medio (V.A.0: 21 mmoles Oz/l/h). pH inicial 4.50

Temperatura 30°C.

.



CUADRO 6

Influencia de la fuente de N en la produccidn de glucosa oxidasa

por ASpngillus Niger NRRL 3

Hora p Actividad . s
Fuente de N de pH eso por peso Produgcuqn
Cultivo Seco] de micelio Volumétrica
gxL ng_1 uxt” !

Mac.de maiz 1% 12 3.4 7.9 50 395
, + 18 3.4 12. 12 155

ﬁCa(NO3)2.hH20 0.2% 25 3.4 5.1 10 160
12 3.45 L.6 139 639

;Ca(No3)2.uH20 1.25% 18 3.0 10.6 70 742

25 3.0 14.3 32 457

a o 12 ©2.75 3.1 20 62

Urea 0.32% 18 2.5 7.3 8 58
25 - - - -

b 12 3.1 9.9 7.5 74
Peptona 1% 18 2.9 13.4 L.o 53

25 2.8 14.9 1.2 18

c 12 2.8 3.9 10 39

Gelatina 0.9% 18 2.3 7.4 0 0

25 1.9 10.5 0 0

12 2.3 4 0 0

(NHA)ZSOh 0.7% 18 1.9 11.4 0 0

25 1.6 13.6 0 0

12 2.1 4.3 0 0

NHL‘NO3 0.43% 18 1.7 9.5 0 0

25 1.4 10.8 0 0

a. Urea (BDH). b. Hidrolizado pancreatico de caseina tipo MC7 (INORP)

c. Gelatina (USP).
Las fuentes inorganicas son de grado analitico.

Ademas de la fuente de N los medios contienen en g(%): Sacarosa (Merck) 5.0, Acido
citrico monohidrato 0.075, y Sales: KHZPOQ 0.025, MgSOh.7H20 0.025, KCL 0.025,

FeCl3.6H20 0.001. pH inicial L.50.



NHqNO3o (NHQ)ZSOA' urea, gelatina y peptona (hlidrolizado pan-
credtico de caseina). Estas fuentes se adicionaron individual-
mente en una concentracién equivalente a 0.15% de N. Teniendo
en cuenta la experiencia previa con el medio base se decldid
procesar por cada fuente tres muestras correspondientes a un
tiempo de cultivo de 12, 18 y 25 horas. Los resultados obteni-
dos se detallan en el cuadro 6 donde se puede observar que la
formacidon de glucosa oxidasa por el hongo es marcadamente
afectada por la naturaleza de la fuente nitrogenada. Resulta
claro que el empleo de nitrato de calcio como Gnico componen-=
te nitrogenado permite inducir los mayores niveles de enzima
en la biomasa obteniéndose una actividad entre 3 y 6 veces
superior a la presente en el micelio del medio base que con-
tiene este componente en mucho menor proporcidén combinado con
una fuente compleja como es el macerado de maiz. Si bien el
crecimiento celular es inferior, la mayor formacidén de enzima
permite aumentar la produccidn total de enzima en forma sig-
nificativa obteniéndose un rendimiento de 742 U/)(hora 18)
que representa un incremento del 87% en relacidén al medio
base. En las restantes fuentes podemos apreciar en cambio
una reducida actividad enzimadtica, inferior incluso a la del
medio base, destacandose en particular el comportamiento de
las sales de amonio cuya presencia inhibidé totalmente la for-
macion de glucosa oxidasa y que presentan ademds como carac-
teristica una disminucidon muy pronunciada en el pH del cultivo.
Por otra parte es interesante destacar de los resultados
obtenidos que los valores de actividad enzimatica no guardan
una directa relacion con el crecimiento del hongo. Tal como
se deduce de los datos expuestos en el cuadro la concentra-
cidn de enzima en el micelio puede variar entre amplios IT7-
mites sin que este efecto tenga, su correspondencia con los
valores de peso seco obtenidos en los distintos medios. EI
ejemplo mas claro en este sentido son los resultados obtenidos
con las sales de amonio y el nitrato de calcio que a pesar
del efecto totalmente contrapuesto en relacidon a la produccidn

de enzima muestran un crecimiento celular semejante.

3.3.3. Influencia de la fuente de carbono

A continuacidon del estudio efectuado con los componentes

nitrogenados y utilizando un medio con 1,25% de Ca(NO3)2.hH20

-46-



CUADRDO /

Influencia de la fuente de carbono en la produccién de glucosa

oxidasa por Aspergillus Niger NRRL 3

Hora Peso Actividad Produccidn
Fuente de Carbono de pH Seco por peso. Volumétrica
Cultivo de micelio
-1 -1 -1

gxL Uxg UxL
12 3.5 4.2 122 512
Sacarosa 18 3.1 9.7 81 786
24 2.9 13.6 40 54k
12 3.45 b.3 87 374
Glucosa 18 3.40 8.6 86 740
24 2.80 11.6 Ly 510
12 3.60 3.5 10 35
Mal tosa 18 3.60 7.1 12 86
24 2.90 11.0 11.5 126
12 3.30 3.4 6 21
Lactosa 18 2.90 5.7 8.5 L8
24 2.20 8.0 9 72
12 3.0 3.5 0 0
Almidon 18 2.4 10.1 15 150
24 2.3 13.4 - -

Sacarosa, Maltosa y Almidén soluble (Merck), Glucosa anhidra (Ciccarelli).
Lactosa USP (BDH).

Composicion de los medios en g(%): fuente de carbono 5.0, Ca(NOB)z.hHZO 1.25,

3cido citrico monohidrato 0.075 y Sales: KHZPOQ 0.025, MgSOu.7H20 0.025,
KC1 0.025 FeCI3.6H20 0.001. pH inicial 4,50,



como fuente de nitrégeno, se realizaron experienclas con dife-
rentes fuentes de carbono. Se ensayanon ademds de la sacarosa
(medio base), glucosa, lactosa, maltosa y almidén en una con-
centracion del 5%. Las muestras se tomaron en esta experien-
cia a las 12, 18 y 24 horas de cultivo.

Los datos que se indican en el cuadro 7 muestran que las
fuentes mds adecuadas para la produccidn de glucosa oxidasa
son sacarosa y glucosa. Ambos azlicares inducen una concentra-
cidn muy superior de enzima en el micelio y promuevan simul-
tidneamente un crecimiento celular semejante o mayor que los
restantes carbohidratos. A su vez se puede apreciar que los
rendimientos alcanzados con ambos sustratos es similar obte-
niéndose en la hora 18 valores de 786 U/l y 740 U/1 para saca-

rosa y glucosa respectivamente.

3.3.4. Influencia de productos que aportan factores de creci-

miento.

Empleando un medio de cultivo con 5% de sacarosa y 1,25%
de Ca(NO3)2.hH20 como fuentes de carbono y nitrégeno respecti-
vamente se investigd el efecto sobre la produccidon de enzima
del agregado al medio de factores de crecimiento. Como fuente
de factores se empled el extracto de carne, extracto de
levadura, extracto de malta y un proteolizado de levadura
obtenido por fermentacion del suero de leche con Kluyveromyces
fragilis. Estos materiales se adicionaron en diversas concen-
traciones en un rango comprendido entre 0.1 y 0.5 % la experien-
cia incluyo ademas un medio testigo sin agregado de estos pro-
ductos aunque es necesario tener presente que este medio no
se encuentra totalmente exento de factores ya que hay un peque-
fio aporte proveniente del macerado de maiz presente en el
indculo.

En el cuadro 8 se representan los valores obtenidos a la
hora 18 de la fermentacion donde se puede observar que el
agregado de estos productos permitid obtener en todos los
casos una mayor concentracion de micelio en el medio de culti-
vo, pero un efecto estimulante sobre la formacidén de glucosa
oxidasa s6lo se observa en presencia de 0.1% de extracto de
carne y en menor proporcion con la misma concentracidon de ex-
tracto de levadura. De esta manera los rendimientos con res-

pecto al medio testigo se ven incrementados en un Lox y 13%
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CUADRDO 8

Influencia del agregado de productos que contienen factores de creci-

miento en la produccién de glucosa oxidasa por Aspergillus Niger NRRL 3

Actividad . .
Produccion
Fuente de factores pd pH Peso por peso Volumétrica
Seco de micelio
ng-] ng-] UxL_1
Sin agregado - 2.9 9.2 80 736
a 0.1 3.25 10.2 100 1020
Extracto de carne 0.2 3.2 11.9 61 726
0.3 3.3 11.8 42 495
0.5 3.3 12.4 32 396
0.1 3.25 10.1 85 858
Extracto de levadurab 8:; ;:; :g:g g; 2;;
0.5 3.9 13.0 25 325
_ 0.1 3.1 10.2 35 357
Extracto de malta 0.5 3.15 11.2 X 460
‘Proteol izado de 0.1 2.80 12.8 17.5 223

levadurad

a. Extracto de carne en polvo (Britania). b. Extracto de levadura en polvo (0X0ID)
d. Producto obtenido por fermentacion del suero de leche con Kluveromyces fra-

gilis.
Ademds de la fuente de factores los medios contienen en g(%): Sacarosa (Merck)
5.0, Ca (NO,) hHZO 1.25, acido citrico monohidrato 0.075 y Sales: KH, PO,

3'2°
0.025, MgSOh.7H20 0.025, KC! 0.025, FeCl .6H20 0.001. Ph inicial 4.50.

3

Los valores tabulados corresponden a la hora 18 de proceso.



para el extracto de carne y de levadura respectivamente. Con
valores superiores a 0.1% la concentracién de enzima en la
biomasa del hongo disminuye siendo la tendencia mas pronunciada
cuando mayor es la concentracién empleada. Como resultado de
ello y a pesar del mayor crecimiento celular, la produccion
volumétrica resulta inferior incluso a la obtenida en el medio
testigo. Con extracto de malta y proteolizado de levadura los
resultados son también desfavorables obteniéndose en el micelio
una reducida actividad enzimatica y por consiguiente los ren-
dimientos son netamente inferiores a los del medio testigo.
Cansiderando estos resultados se decidid suplementar el medio

de cultivo con 0.1% de extracto de carne.

3.3.5. Concentracién de nitrato de calcio.

En el cuadro 9 se consignan los datos obtenidos con diferentes
concentraciones de nitrato de calcio en el rango de 0.4 a 1,7 %.
Se puede apreciar que no existen diferencias significativas en
el crecimiento celular con valores superiores a 0.4% pero la
mayor concentracién de enzima en el micelio y por lo tanto los
mayores rendimientos corresponden a los niveles de 0.8% y 1.25%.
En base a ello la concentracion de este componente del medio

se ajustdo al valor de 0.8%.

3.3.6. Produccion enzimatica en el medio modificado

Los resultados que se fueron obteniendo en el transcurso de
las sucesivas experiencias permitieron ir adecuando la composi-
cion del medio de cultivo a los efectos de obtener una mayor
produccion de enzima. Por-Gltimo con el medio modificado se
realizo un proceso final para observar la evolucion de los dis-
tintos parametros durante la fermentacidn decidiéndose ademas
emplear como fuente de carbono sacarosa comercial en reemplazo

de la sacarosa de grado analitico ya que la misma mostrd en

experiencias previas un comportamiento similar. En la figura 8
podemos apreciar la cinética del proceso la cual se asemeja a
la descripta en el medio base. El contenido en glucosa oxidasa
del micelio se incrementa rapidamente en las primeras horas

del cultivo y luego de alcanzar una actividad de 330 U/g a la
hora 6 comienza a disminuir en forma progresiva. La produccidn

de enzima por el hongo continda hasta la hora 18 donde se alcanza
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CUADRO 9

Influencia de la concentracién de nitrato de calcio en la produccidn

de glucosa oxidasa por Aspergillus Niger NRRL3

Actividad
% Ca(NO.)..4H_0 Peso Produccidn
372 2 pH Seco sor peso. Volumétrica
e micelio
ng“1 ng-1 UxL-]
0.4 3.25 9.1 86 782
0.6 3.25 9.9 100 990
0.8 3.10 10.5 128 1344
1.25 3.30 9.9 122 1207
1.70 3.35 10.5 102 1071

Ademas del nitrato de calcio los medios contienen en g%: Sacarosa (Merck) 5.0;
extracto de carne 0.1; acido citrico monohidrato 0.075, y Sales: KHzPob 0.025,
Mgso,.7H,0 0.025, KCI 0.025, Fec13.6H26 0.001. pH inicial 4.50.

Los valores tabulados corresponden a la hora 18 de proceso.
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Figura 8 Produccidon de glucosa oxidasa por Aspergillus Niger

NRRL 3 en el medio modificado

Composicion del medio en g%: Sacarosa comercial 5.0,
Ca(NO3)27
trico monohidrato 0.075 y sales: KHZPOh 0.025,
KC1 0.025, MgSOb.7H20 0.025, FeCl .6H20 0.001.

QHZO 0.8, extracto de carne 0.1, 3cido ci-

3

Condiciones de operacion: |dem figura 7
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0.15

glucdnico

0.33 - —

citrico

0.517 ____

oxalico

Figura 9: Cromatografia en papel de dcidos organicos en muestras

del medio de cultivo modificado correspondientes a la
hora 18 (A), 24 (B) y 30 (C) de la fermentacién.

Acidos patrones: glucénico (G), gluconolactona (GL),

oxalico (0X), citrico (Ci). Siembra 100 ug.

Rf: Relacion entre la distancia del punto de siem-

bra al centro de la mancha y la distancia del

punto de siembra al frente del solvente.
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un rendimiento de 1400 U/1. En dicho instante y con respecto
a la hora 6 la biomasa se ha incrementado de 1.6 g/l a 11 g/1,
es decir un 580%, pero la actividad de glucosa oxidasa ha dis
minuido de 330 U/g a 130 U/g o sea un 60%. La disminucién de
PH que acompafia al desarrollo de la fermentacién es debido a
la acumulacién de &acidos organicos. La cromatograffa en papel
realizada con muestras del medio de cultivo revela la presen-
cia predominante de &cido glucdénico y una pequeda acumulacién
de acido citrico (figura 9). No se detecta en cambio la pre-

sencia de oxalico.

3.3.7 Discusién de los resultados en frascos:

Los resultados obtenidos en estas experiencias demuestran
claramente el cardcter inducible de la enzima y tal como se
habia mencionado en la introduccién del trabajo, la marcada
influencia de la composicién del medio de cultivo en la pro-
duccion enzimatica. Del estudio realizadocon las fuentes de
nitrégeno y carbono, surge que el nitrato de calcio y la saca-
rosa o glucosa son los componentes mas adecuados para la pro-
duccidn de enzima. Los rendimientos (produccidén volumétrica)
son muy superiores a los que se alcanzan con cualquiera de
las restantes fuentes ensayadas. Esta superioridad es motiva-
da fundamentalmente por la capacidad del nitrato de calcio vy
de la sacarosa o glucosa de inducir en las células del hongo
una alta actividad de glucosa oxidasa ya que el crecimiento
microbiano resulta comparable al obtenido con las demas fuen-
tes. Estos resultados son coincidentes con los descriptos pa-
ra otras cepas del mismo hongo, ya que los mayores rendimien-
tos se alcanzan tambien en medios que contienen nitratos vy
las fuentes de carbono mencionadas (29, 61, 67, 98). De acuer
do a ciertos trabajos el calcio ejerce un efecto favorable en
la produccién de glucosa oxidasa (28, 61). Esto sugiere que en
el comportamiento del nitrato de calcio debemos considerar ade
mids de la naturaleza de la fuente nitrogenada una posible
accion estimulante promovida por la presencia del catidon. Por
otra parte habiamos destacado entre las fuentes de nitrdgeno
la accidén represiva de las sales de amonio. Esta accidén adver
sa puede ser atribuida a un efecto sobre el pH del medio, ya
que en la bibliografia se puede apreciar que la produccidon de
enzima se reduce en forma pronunciada o se inhibe totalmente

cuando la acidificacion del cultivo es excesiva (17, 61).



Ademés y tal como lo demuestran los trabajos de Franke (19) vy
de Drews (17), la enzima puede ser producida en medios que
contienen amonio si la acidez es neutralizada. Podemos decir
entonces que la accién represiva del amonio es mas bien un
efecto de caricter general motivado por la influencia negati
vVa que esta fuente tiene sobre el pH del medio. Es interesan-

te mencionar que el mismo fenémeno ha sido observado en cepas

de Penicillum (65).

En relacién a las fuentes de carbono los rendimientos en-
zimdticos que obtuvimos fueron similares con sacarosa vy glu-
cosa. En la fermentacidn glucénica el carbohidrato utilizado
es generalmente glucosa, la cual es directamente convertida
en acido glucdnico por la accidén enzimdtica. En cambio cuando

el proceso es enfocado hacia la produccién de glucosa oxidasa

la sacarosa ha mostrado en muchas oportunidades una accién in-

ductora muy superior a la glucosa (28, 29). En nuestro caso
particular el comportamiento de ambos carbohidratos fué seme-
jante y tal como se menciona en el trabajo de Franke, estas

diferencias dependen de la cepa empleada (29). Cabe mencionar

que los resultados obtenidos con el empleo de sacarosa, ha mo-

tivado que tanto en Aspergillus como en Penicilum, se estudie

a la melaza como una fuente alternativa del carbohidrato (65,

69, 106). Otro aspecto a destacar de los resultados obtenidos

con estos componentes del medio es que el crecimiento del hon-

go no implica necesariamente la formacién de glucosa oxidasa.
Este hecho es consistente con el caracter inducible de la en-
zima y con la funcidon que aparentemente desempefia la fermenta
cion glucénica en la fisiologia del microorganismo. Como se
sabe la produccidon del adcido orgdnico no esta integrada a ru-
tas metabd6licas indispensables para el desarrollo del micelio
sino que representa un camino subsidiario del metabolismo de
los glidcidos. En este sentido los ensayos realizados con pro-
ductos que aportan factores de crecimiento ponen también en
evidencia la compleja relacidon que existe entre el crecimien-
to del hongo y la produccidon de la enzima. El enriquecimiento
del medio de cultivo con bajas concentraciones de extracto de
carne y de levadura (0.1%) permitid incrementar simultaneamen
la concentracion de micelio y la actividad enzimatica consi-
guiendo de esta manera un aumento global de los rendimientos.
En cambio con mayores concentraciones se observa un efecto

contrapuesto,es decir una mayor formacién de biomasa pero una

-SS-

te



progresiva disminucién en la actividad del micelio lo cual in-
dica que bajo estas condiciones se produce una accién represiva
sobre la sintesis de glucosa oxidasa. Resultados semejantes fue
ron obtenidos por Malanowska (55) quien observé que los medios
de cultivo que promovian altosrendimientos de micelio, llevaban
como contrapartida una reducida formacién de glucosa oxidasa.
Podriamos decir entonces que la concentracidn éptima de estos
factores en el medio de cultivo representa un compromiso entre
los requerimientos que estimulan por un lado el crecimiento del
hongo y aquellos bajo los cuales se favorece la produccidn de
enzima. En este sentido la concentracién de estos factores de-
be seleccionarse cuidadosamente ya que los rendimientos depen-
den del balance que se pueda establecer entre ambos parametros.
Por otra parte los resultados obtenidos con diferentes concen-
traciones de la fuente de nitrégeno, serian consistentes con

el efecto estimulante del calcio que se mencionara anterior-
mente ya que el contenido en glucosa oxidasa de la biomasa se
incrementa con la concentracién de la fuente hasta un nivel 6p-
timo. Su efecto sobre el crecimiento es en cambio poco signifi-
cativo.

La finalidad del estudio realizado fué obtener informacidn
sobre la influencia del medio de cultivo en la produccion de
glucosa oxidasa. Como se puede deducir de los resultados obte-
nidos la correcta seleccidon de los componentes del medio permi
te incrementar en forma significativa los rendimientos de la
fermentacion. Con el medio base que utilizamos en una experien
cia inicial se obtenia en el momento & mayor produccidén volumé-
trica (hora 12), 7,4 g/1 de micelio seco con una actividad de
64 U/g lo que significa un rendimiento de 472 U/1. A partir de
los cambios introducidos en la composicion de dicho medio se
pudo alcanzar una concentracion de biomasa de 11 g/lhcontenieﬂ
do 130 U/g lo cual implica un rendimiento de 1400 U/1 es decir
un incremento de aproximadamente el 200%. Si bien el tiempo
de fermentacidon es mayor (18 hs) la productividad aumenta por
la mayor produccidn en un 100%. La cinética de la fermenta-
cidn en este medio modificado muestra como principal caracte-
ristica que la concentracion de glucosa oxidasa en el micelio
varia continuamente durante la etapa de produccidon. La maxima
actividad se alcanza a la hora 6 cuando la concentracidn celu-
lar es ain escasa (1,63 g/1) y luego disminuye en forma pro-

gresiva. Cuando las células cesan de producir enzima,, es decir,



cuando la produccién volumétrica alcanza su maximo valor, la
actividad con respecto a la hora 6 es un 60% inferior. Estos
cambios pueden interpretarse considerando que la velocidad

con que el micelio sintetiza la enzima en relacién al creci-
miento global de.la biomasa, varfa continuanmente con la evolu-
cion del cultivo. Habiamos mencionado en la introduccidn que

las cepas de Aspergillus Niger podian producir diversos &aci-

dos orgédnicos como glucénico, citrico u oxdlico dependiendo
entre otras factores de las condiciones de cultivo. La croma-
tografia realizada con muestras del medio modificado revela
la presencia predominante de d4cido glucdénico lo cual pone de
manifiesto que las condiciones de medio seleccionadas son

adecuadas para el desarrollo de esta fermentacidn.
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3.4 Estudios con la PRENSA-X.

En una experiencia previa al estudio sobre la influencia del
medio de cultivo en la produccién enzimatica, habiamos seleccio-
nado a la PRENSA-X como método para desintegrar las celilas del
hongo y extraer de esta manera la enzima del micelio. Menciona-
mos también que ante la falta de informacidn adecuada vinculada
al empleo del equipo en la ruptura de hongos filamentosos, ha-
biamos adoptado procesar las muestras realizando un simple pa-
saje o prensado de la suspensidn celular. Al finalizar las ex-
periencias en frascos que nos permitieron seleccionar un medio
mas adecuado para la produccién de glucosa oxidasa, se conside-
réo apropiado estudiar con mayor detalle el proceso de ruptura
celular con la PRENSA-X a efectos de establecer condiciones op-
timas para nuestro microorganismo y poder evaluar con mayor
exactitud la cantidad de enzima producida. La variable investi-
gada fué el nimero de pasajes, manteniendo constante otras con-
diciones como la temperatura (-28t) y la concentracién celular.

Para la experiencia se realizdo una fermentacidn con el medio
modificado recolectando el micelio a las 18 horas de proceso
que corresponde de acuerdo a los anteriores resultados al momen-
to de mayor produccion volumétrica de enzima. Se ensayaron
(por duplicado) desde uno a cinco pasajes empleando en cada ca-
so 1 gramo de micelio himedo en 25 ml de agua destilada. Cada
muestra se sometid a un determinado nimero de pasajes luego de
lo cual fué centrifugada para determinar en el sobrenadante la
actividad de glucosa oxidasa y también de catalasa a fin de
comparar los resultados con la enzima que complementa la acti-
vidad de glucosa oxidasa en la célula del hongo. El grado de
ruptura celular obtenido se evalud midiendo la concentracidon de
proteina en el extracto y refiriendo este valor al contenido to-
tal de proteina del micelio, es decir el efecto desintegrativo,
se cuantificd como porcentaje de proteina solubilizada.

Los resultados obtenidos se representan en la figura 10,

donde se observa claramente que el procentaje de proteina solu-
bilizada y la actividad de glucosa oxidasa se incrementan si-
guiendo una tendencia similar.hasta alcanzar un maximo luego
de tres pasajes, Laproteina soluble representa en esa condi-
cidn un 73% del total presente en el micelio y la maxima acti-

vidad de glucosa oxidasa en el extracto (1.8 U/ml) implica un
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incremento del 38% respecto al valor obtenido con un solo pasa-
je (1.3 u/m1). Correlacionando la actividad enzimidtica con la -
concentracidon de proteina soluble obtenemos valores de actividad
especifica de 0.55, 0.60, 0.62 y 0.59 (U/mg de proteina) para
las muestras procesadas de uno a cuatro pasajes respectivamente.
Como vemos este parametro se mantiene aproximadamente constante
Yy seria consistente con la posible localizacidon citoplasmatica
de la enzima (53, 78). Coincide ademas que los valores maximos
se obtienen con el mismo nimero de pasajes, lo cual indica que
el maximo efecto desintegrativo conduce también a la mayor ac-
tividad de glucosa oxidasa en el extracto. Estos resultados
muestran una excelente correlacién con el grado de ruptura ce-
lular que es posible apreciar mediante la observacién microscé-
pica. Como ejemplo podemos ver en Ia‘fotograffa el efecto de
ruptura provocado en el micelio luego de tres pasajes de la sus-
pension celular. Por su parte la catalasa muestra un perfil di-
ferente aumentando la actividad en forma casi proporcional hasta
cuatro pasajes. Estas diferencias podrian atribuirse a una dife-
rente localizacidon de la enzima en la estructura de la hifa.
Queda por establecer si la maxima actividad de glucosa oxi-
dasa determinada en el extracto representa en realidad la acti-
vidad total presente en la suspensidon de micelio o bien como
suele suceder cuando se obtienen homogeneizados de células, una
cierta fraccion sedimenta durante la centrifugacidn. Para eva-
luar este aspecto se midio la enzima en la suspension celular
proveniente de las muestras que se procesaron mediante tres,
cuatro y cinco pasajes. El valor medio de estas determinaciones
resultd de 2.06 U/m]l no encontrandose diferencias segin el nime
ro de pasajes, lo cual permite suponer que el repetido prensado
no afecta la actividad de la enzima. De acuerdo a este valor el
maximo porcentaje de glucosa oxidasa en el extracto, representa
un 90% del total presente en la suspension de micelio. Estos
resultados indican entonces que una pequeia fraccidon de la en-
zima sedimenta durante la centrifugacidon adsorbida probablemen-
te a componentes estructurales del micelio. Es interesante des-
tacar que la actividad de glucosa oxidasa en el sobrenadante no
es afectada por las condiciones de centrifugacion, es decir,
los mismos valores se obtienen si la muestra es sucesivamente
centrifugada desde condiciones moderadas (1700g x 10 minutos)

hasta 100.000g durante 2 horas, Esto significa que la enzima
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presenta en este aspecto un comportamiento similar a las enzlimas
que se localizan en la fraccién soluble del citoplasma.

Finalmente debemos considerar los rendimientos del proceso
fermentativo en funcién de los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio. Es evidente que en las condiciones Sptimas de
extraccion con la PRENSA-X (tres o mas pasajes) los valores de
actividad enzimatica que evaluamos en el extracto representan
un incremento del 28% con relacidén a las condiciones inicial-
mente establecidas para la operacidon del equipo. Mas ain para te-
ner un valor mas exacto del contenido en glucosa oxidasa del hon
go debemos debemos considerar el porcentaje de actividad que se
pierde durante la centrifugacién. En este sentido las diferen-
cias aumentan al 35% y de acuerdo a los datos obtenidos con res-
pecto al peso seco de células de la suspension, la actividad del
micelio calculada en estas condiciones resultd de 198 U/g. Desde
el punto de vista de la produccidn volumétrica y de acuerdo a la
concentracidon celular del cultivo obtenida con un frasco testi-
go (11.8 g/1) los rendimientos del proceso son de 2300 U/1.

Por su parte la actividad del micelio calculada segin los
valores encontrados en las muestras con un solo pasaje resultod
de 125 U/g lo cual es coincidente con los datos obtenidos en los
anteriores procesos. De esta manera el estudio realizado nos
permitid evaluar con mayor exactitud los rendimientos de la fer-
mentacion mediante un correcto manejo del proceso de ruptura ce-
lular y con un conocimiento mas detallado de la extraccidon enzi-
matica. Considerando estos resultados y para los estudios de
produccidén en tanques agitados se decidid  entonces determinar
la actividad de glucosa oxidasa en la suspension total de mice-

lio, luego de su procesamiento con tres pasajes por el equipo.
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Figura 10: Efecto del nimero de pasajes con la PRENSA-X en la extraccion de

glucosa oxidasa, catalasa y en la fraccion de proteina solubilizada
del micelio de Aspergillus Niger.

Temperatura de la muestra:-28°C. Concentracidon celular: 1 g de mice-
lio himedo (26% de materia seca) en 25 ml de agua destilada. La con-
centracidn de proteinas de las muestras es del 4.03% que representa
un 38% en relacion al peso seco de células.

La actividad de las enzimas* y la proteina solubilizada se determinaron
en el sobrenadante luego de separar los restos celulares a 20.000 g
durante 20 minutos (13.000 rpm en Rotor Sorvall SS-34).

* La actividad de catalasa se determind por el método espectrofoto-
métrico de Sizer and Beers (91).

-61-



(00§ x) opauwny osad ua %4 JE|N|[3D UO|DEBJIIUIDUO) *),8C2- ednjeuaduwa] "(s943) ¢ :salesed

°p oJdwnN “J43bJU sn|[ibuadsy @p O] [3D1W [ 24qOS X EBSUILY e °p oarlesbajuisap o3oay,y

=

.‘ ‘- .,\....\.. \‘

Ay e <"

-62-



3.5. ESTUDIOS EN TANQUES AGITADOS

Utilizando el medio de produccién seleccionado de los ensayos
en frascos agitados (medio modificado), se realizé la etapa
final del trabajo en la cual se emplearon fermentadores con agi-
tacidn mecadnica y donde se investigé el efecto sobre la produc-
cién de enzima de determinadas variables de operacion y de la
concentracidon de la fuente de carbono. Tal como se describiera
en materiales y métodos (item 2.4.2) el volumen de medio emple-
ado en esta escala fue de cuatro litros y el caudal de aire
que se mantuvo sin modificacion de 1 litro/litro de medio/minuto
(vvm). Para iniciar las experiencias se establecid una agitacidn
de 550 rpm correspondiendo bajo estas condiciones una velocidad

de absorcidon de oxigeno (V.A.0.) de 71.3 m moles 02x l—] X h-].

3.5.1. Inbéculo

Las primeras fermentaciones realizadas en tanque mostraron a
diferencia de lo que ocurria en los frascos, un escaso desarrollo
del micelio precedido generalmente por un perfodo lag pronun-
ciado y la aparicidén aunque variable de una intensa pigmentacidn
amarilla. En algunos ensayos el crecimiento del hongo directa-
mente no se producia. Como este hecho impedia realizar las fermen-
taciones se busco la forma de subsanar el inconveniente cuya
causa nos era desconocida. Luego de ensayar infructuosamente
varias alternativas como por ejemplo modificar las condiciones
de esterilizacion o la agitacion del cultivo, se decidid estu-
diar el tipo de indculo que empledabamos para sembrar el tanque
de fermentacidon. Una de las causas que motivaron dicho estudio
fue la observacion frecuentemente realizada en las fermentaciones
"fallidas' sobre la morfologia de los pellets. Luego de transcu-
rridas algunas horas de proceso los mismos presentaban un aspec-
to muy compacto a diferencia de la naturaleza laxa tipica de los
procesos en frascos. Se supuso entonces que alguna relacidén podfia
existir entre esta forma de crecimiento y las condiciones de
trabajo en tanque que hacian desfavorable el crecimiento del
hongo. Se buscé por lo tanto modificar esta forma de crecimiento
lo cual fue logrado incrementando la concentracidn de esporos con
que se sembraba el medio base destinado a obtener el inbGculo ve-

6

4
getativo. Al aumentar el nimero de esporos de 10 /ml a 10"/ml
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Figura 11 Crecimiento del hongo en la etapa de desarrollo

del inbculo vegetativo

Frascos de 1000 ml con 100 ml de medio base

( V.A.O: 21 mmoles 02/|/h )

Siembra: 106 esporos/ml.
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el hongo mostraba un crecimiento intermedio entre el pellet vy
la forma filamentosa. Al trasladar este tipo de indculo al tan
aude los -inconvenientes mencionados no se presentaron y la ob-
servacidon microscépica mostraba nuevamente un micelio laxo, ex
tendido sin las aglomeraciones densas y compactas caracteristi
cas de los procesos 'fallidos". Para mostrar los resultados

de estas experiencias se representa en la figura 11 el creci-

miento del hongo durante su cultivo en el medio base con un ind
culo de 106 esporos/ml. Luego de un periodo lag de aproximada-
mente 6 a 8 horas durante el cual los esporos incrementan su ta
mafio y comienzan a germinar, se produce el desarrollo vegetati-
vo obteniéndose al cabo de 24 horas un peso seco de micelio de
14 g/1. La velocidad especifica de crecimiento estimada entre
las 12 y 18 hs es de 0.2 h—] (tiempo de generacién 3.5 hs) va-
lor que es caracteristico de este tipo de microorganismo (96).

En la figura 12 se muestra la evolucidén de dos fermentaciones

en tanque realizadas con indculo de 15 y 21 horas de desarrollo
en el medio base que corresponde a concentraciones iniciales de
micelio seco de 0.6 y 1.3 g/l respectivamente. La actividad de
glucosa oxidasa en la biomasa es superior durante toda la fer-
mentacidon en el medio con indculo de 15 hs., pero el crecimien
to celular muestra una tendencia inversa, es mayor con inéculo
de 21 hs. Al tener en cuenta el balance de ambos factores vemos
que la produccion total de enzima es semejante con ambos indcu-
los, obteniéndose un rendimiento de 2300 U/1. Cabe destacar que
a pesar de las diferentes condiciones de proceso en el tanque
(V.A.0. e indbculo) la produccidén volumétrica es semejante a la
obtenida en los frascos agitados aunque con un efecto favorable
respecto a la productividad, ya que el tiempo de fermentacion
se reduce en este caso de 18 a 12 hs., es decir, un 33%. Final-
mente y de acuerdo a estos resultados se decidid emplear el
indbculo de 15 hs. siendo importante resaltar que bajo estas con

diciones los inconvenientes no volvieron a presentarse.

3.5.2. Influencia del pH

Durante las experiencias en frascos como las que motivaron
el estudio del indéculo en tanque, el pH del medio de cultivo se
dejaba evolucionar naturalmente observandose siempre una conti-

nua acidificacidon causada por la acumulacidon de acidos organicos
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particularmente glucénico. Durante la discusién reallzada so-
bre la composicién del medio de cultivo (item 3.3.7), se habfa
mencionado que la acidificacién del medio tenfa generalmente

un efecto negativo en la formacién de glucosa oxlidasa. En for-
ma similar los rendimientos de la fermentacidn glucénica son in
crementados cuando la acidez es neutrallzada (24). Teniendo en
cuenta estos conceptos se decidid realizar fermentaciones con
PH controlado a fin de observar su efecto en la produccidon de
enzima. El estudio comprendié un proceso testigo (sin control)
Yy otros tres con pH controlado en 4.5, 5.5, y 6.5 mediante la
adicidn automatica de NaOH. Los resultados de estas fermentacio

nes se representan en la figura 13. Observando la evolucidon de

los distintos parametros del cultivo surge como principal carac
teristica que el control del pH aumenta considerablemente el
consumo de la fuente de carbono, teniendo este efecto una direc
ta relacidn con los niveles de glucosa oxidasa sintetizados por
el hongo. Para visualizar mejor esta situacién podemos conside-
rar el tiempo de fermentacidn que transcurre hasta la hora 8,
periodo en el cual la concentracién de enzima en el micelio se
incrementa y alcanza su valor maximo. Durante dicho lapso en el
medio sin control de pH, el consumo de sacarosa representa un
13% de su concentracién inicial (52-54 g/1), en cambio en los
medios a pH 4.5, 5.5 y 6.5 el consumo ha sido del 42, 53 y 62%
respectivamente. Correlaclonandose con este mayor consumo de

la sacarosa, la actividad inducida de glucosa oxidasa se incre-
mentd entre 1.9 y 2.2 veces obteniéndose para los distintos ni-
veles de pH una actividad maxima comprendida entre 1100 vy

1250 U/g. Posteriormente y en forma similar a lo observado du-
rante los procesos en frascos, la concentracion de enzima co-
mienza a declinar en forma progresiva con la edad del cultivo,
manteniéndose sin embargo las diferencias relativas de activi-
dad entre los medios con y sin control de pH.

Al considerar los rendimientos obtenidos en los diferentes
medios debemos tener en cuenta el efecto del pH sobre el creci
miento celular. Como lo muestran las curvas de peso seco, los
pH mas acidos son mas favorables para el crecimiento del hongo.
Tomando como ejemplo los valores de la hora 12 podemos consta-
tar un desarrollo equivalente a 6.1, 4.9 y 4.1 g/1 de micelio
seco en los medios a pH 4.5, 5.5 y 6.5 respectivamente. De esta

manera la maxima produccidn volumétrica y el tiempo en que la
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Figura 13 Produccion de glucosa oxidasa en tanque agitado

Efecto del pH

Medio sin control de pH* O . Medios con pH con-
trolado en 4,50 A , 5,50 [] , 6,50 O
Agitacion 550 rpm.

“ La evolucién del pH es semejante al representado
en la figura 12.
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C UADRDO 10

Caracteristicas de los cultivos en medios con y sin

control de pH en el momento de mayor produccidn de

glucosa oxidasa

Medio sin

Medios con pH controlado a
control de

e L. s 5.5 6.5
Tiempo de fermentacién 12 12 16 20
Peso seco (ng-]) 6.3 6.1 7.03 7.3
Actividad por peso
de micelio (Uxg ") 397 876 750 615
Produccidn volumétrica
(uxL™ ) 2501 5343 5272 4489
Productividad
(uxL ™ 'xn™1) 208 445 329 229
Sacarosa consumida (%)
(inicial 52-5hgxL ') 24 .5 80 91 89

pH inicial 4.50. En el tiempo indicado el pH del cultivo es 3.3
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misma es alcanzada, es decir, la productividad del proceso se
vé afectado por el nivel del pH. Los mayores rendimientos co-
rresponden a los medios con pH 4.5 y 5.5 donde se obtienen

5343 U/1 y 5272 U/1' que son superiores en un 18% respecto al
medio con pH 6.5 (4490 U/1) y representan un incremento del
100% en relacidon al cultivo sin control de pH. Ademds y tal co
mo se observa en las curvas de produccién volumétrica la acumu
lacion de enzima es mas rapida en el medio a pH 4.5. En el Cua
dro 10 se detallan para una mejor apreciacidén las caracterfsti
cas de los cultivos en el momento de obtenerse los mayores ren
dimientos. Ademas de los aspectos mencionados se puede observar
que la sacarosa en los medios con pH controlado ha sido consu-
mida entre un 80% y 90%. Por lo tanto bajo estas condiciones el
momento en que la produccién neta de enzima finallza, coincide
con el agotamiento de una gran parte de la fuente de carbono.
En cambio en el medio sin control adn queda remanente un 74% de
su concentracion inicial. Este resultado es un claro indice del
efecto negativo que tiene la disminucion del pH sobre la forma-
cion de glucosa oxidasa. Es interesante sefalar que el pH del
cultivo en este instante es alrededor de 3.3, valor semejante al
observado en el proceso en frasco cuando se alcanza la mayor
produccion de enzima. Finalmente y como conclusion de este estu
dio surge la conveniencia de mantener durante la fermentacion

el pH controlado en 4.5,

3.5.3. Influencia de la aeracion

-

En forma similar a lo mencionado anteriormente con relacion
al pH, se ha establecido que los rendimientos de la fermentacion
glucénica estdn directamente relaciones con el suministro de
oxigeno al cultivo (24). Esto es 1dgico si pensamos que el aci-
do glucénico es el producto de una reaccidon de oxidacion donde
interviene el oxigeno molecular. Resultd por lo tanto necesario
investigar la influencia de la aeracion en los rendimientos de
glucosa oxidasa.Para ello se hicieron experiencias utilizando
una mayor agitacion en el fermentador. Se ensayaron 700 y 850
rpm que equivalen a un V.A.0. de 136 y 200 mmoles de
O2 x I-I X h-l, es decir dos y tres veces el valor suministrado
a 550 rpm con el cual se venia operando. Los cambios en la agi-

tacidn se establecieron a partir de las 8 horas de fermentacion,
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Figura 14 Produccidn de glucosa oxidasa en tanque agitado

Efecto de la aeracion.
Agitacion constante a 550 rpm Z& . Agitacidn ini-
cial a 550 rpm y desde la hora 8 se incrementd a

700 rpm y 850 rpm @ . pH 4.50.
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'momento en el cual las células del hongo presentan la mayor ac-
tividad enzimatica.
Los resultados obtenidos con las distintas condiciones de

aeracion se representa en la figura 14, Se puede observar que

el aumento de la agitacion tanto a 700 como a 850 conduce a un
mayor crecimiento del hongo pero no permite mantener en el mi-
celio la alta actividad de glucosa oxidasa que es caracterist
ca de la hora 8. En ambos casos la tendencia decreciente que se
observa a partir de dicha hora es comparable con la observada
en el cultivo a 550. Se puede apreciar ademas que este incremen
to de la aeracidn no prolonga el tiempo durante el cual las cé-
lulas del hongo producen la enzima. En los medios a 700 y 850 el
proceso de acumulaciéon finaliza al igual que en el tanque a 550,
a la hora 12 de la fermentacidon. Por lo tanto lo que permite la
mayor agitacidon es obtener durante la etapa de produccidn una ma
yor cantidad de biomasa pero con la misma actividad enzimatica.
Esto conduce evidentemente a mayores rendimientos obteniéndose
en los tanques a 700 y 850 una produccién de 6550 U/1 y 6750 U/I
respectivamente, que significan un incremento del 23% y 27% con
relacién al tanque a 550 (5300 U/1). Esta influencia positiva so
bre el crecimiento del hongo se manifiesta también en el mayor
consumo de la fuente de carbono. A la hora 12 el consumo de sa-
carosa en los tanques a 700 y 850 es un 9% y 13% superior que
en el de 550 lo cual implica el 85% y 88% de su concentracidn
inicial (52-54 g/1). Tal como se habia mencionado en el ensayo
anterior con el pH, la produccidon de enzima finaliza en forma
coincidente con el consumo de un alto porcentaje de la fuente
de carbono, es decir, cuando la concentracidn residual de saca-
rosa ha disminuido considerablmente (5-8 g/l1). En ese momento
se aprecia ademas una marcada disminucion de la velocidad de
consumo del carbohidrato. Si consideramos que la maxima activi-
dad en el micelio se observa en un momento en el cual la concen
tracidn del azicar es aidn elevada (30 g/1), estos hechos sugie-
ren que la produccidén de glucosa oxidasa esta regulada entre
otros factores por la concentracion de la fuente de carbono en
el medio de cultivo.

En la figura 15 se representa la evolucidon del oxigeno di-
suelto (% de saturacidn), consumo de oxigeno y consumo de al-
cali. El efecto de la agitacidon sobre la aeracidon del cultivo

se refleja claramente en los mayores niveles de oxigeno disuel
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to que presentan a partir de la hora 8 los tanques a 700 y 850.
A dicha hora el nivel de saturacién observado es del 40% (valor
medio en los tres tanques) y a 550 se reduce hasta un 6% cuando
se alcanza a la hora 12 la maxima produccidn. En cambio a 700 y
850 durante el mismo perfodo los niveles de saturacién se en--
cuentran por encima del 30% y L40% respectivamente. De igual ma-
nera el consumo de oxigeno y de alcali es superior en estos me-
dios 1o cual comprueba el efecto beneficioso del mayor suminis-
tro de oxigeno en el metabolismo del hongo. Se destaca ademias
que la mayor velocidad de consumo se registra en el momento de
maxima actividad del micelio (500-520 ml Oz/l/h). La concentra-
cion celular del cultivo a esta hora del proceso es de 3 g/l.
Posteriormente cuando se alcanza la mayor produccién volumétri-
ca (hora 12) el consumo en:los tanques a 700 y 850 es de 470-
480 ml Oz/l/h mientras que el valor registrado en el tanque

a 550 es 353 ml 02/I/h o sea un 25% inferior. La disminuciodn
del consumo de oxigeno que se observa en forma paralela a los
niveles de oxigeno disuelto puede ser atribufdo a una disminu~
cién en la transferencia de oxigeno del sistema (V.A.0.) debi-
do a los cambios en la reologia del medio que producen el creci-
miento de este tipo de microorganismos (108).

Los valores de consumo de base muestran un comportamiento
interesante del sistema. En el momento de mayor produccidén de
enzima la cantidad total de NaOH adicionada para mantener el pH
constante en 4.5 representa un gasto para los diferentes tanques
de 132, 140 y 150 meq/1l. Si tenemos en cuenta el consumo
correspondiente de la fuente de carbono que fue de 43, L6 y
4L8 g/1 de sacarosa y asumiendo que el {Gnico acido formado es el
glucénico (1 equivalente = 196 g), surge entonces una relacion
en peso entre acido producido y azicar consumida de 0.60, 0.59
y 0.61, lo cual equivale aproximadamente a la produccién de un
mol de glucdnico por mol de sacarosa consumida. Esta relacion
podria ser interpretada si consideramos que el acido es forma-
do a expensas de la oxidacidon total de la glucosa obtenida lue-
go de la hidrolisis de la sacarosa, mientras que la fructosa
es en realidad la fuente de carbono a partir de la cual el hon-
go obtiene su energia y sintetiza su biomasa. En el cultivo a
550 la produccidon de acido declina y cesa a partir de la hora

20. En cambio en los tanques a 700 y 850 y fundamentalmente a
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partir de la hora 16 el consumo de base se incrementa en pro-
porcion mucho mayor que lo esperado segin el oconsumo .de saca-
rosa. Esto podria deberse a que otros acidos organicos son se-
gregados al medio de cultivo como resultado de cambios en el
metabolismo del hongo favorecidos de alguna manera por la aera-
cion del cultivo. Es probable también que el acido glucdnico
sea utilizado en esta etapa como fuente de carbono (24, 53). Es
de destacar que en estos medios comienza a percibirse a partir
de dicha hora una ligera pigmentacion amarillenta que se hace
mas pronunciada hacia el final del proceso. También se puede
apreciar la aparicion de numerosos 6rganos de fructificacion

en las hifas del micelio. Estos cambios que se mencionan se pro-
ducen en un periodo posterior a la etapa de produccidon de la

enzima.

3.5.4. Influencia de la concentracion de la fuente de carbono

En la experiencia anterior habiamos mencionado que la pro-
duccion de glucosa oxidasa podria estar regulada, entre otros
factores, por la concentracion de la fuente de carbono. Las
observaciones realizadas sugieren que la produccion de enzima
se ve favorecida por una alta concentracidon de sacarosa. Para
estudiar este posible efecto se hicieron fermentaciones utili-
zando una mayor concentracion inicial de carbohidrato como
ser 7% y 10%. Considerando ademas los resultados obtenidos
con las diferentes condiciones de agitacién, los tanques se
operaron a 550 rpm hasta la hora 8 y luego a 700 rpm hasta el

final del proceso. En la figura 16 podemos observar los resul-

tados de estas fermentaciones donde se incluye con fines compara-
tivos un proceso con 5% de sacarosa. Como se puede apreciar los
medios con 7% y 10% presentan el clasico periodo inicial de 8 hs.
en el cual la concentracion de glucosa oxidasa en el micelio se
incrementa y alcanza su maximo valor. En el medio con 7% la
actividad es semejante al de 5% (1200 U/g) aunque luego durante
la fase de declinacidon se mantiene ligeramente superior. En cam-
bio con 10% la actividad inducida es un 15% mayor y a diferencia
de los otros medios esta maxima actividad se mantiene hasta la
hora 10. Observando el correspondiente consumo de la fuente de
carbono llama la atencidon la marcada diferencia que presentan

los medios con 5% y 7% en relacion al de 10%. En el primero
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de los casos y durante este periodo inicial de 8 horas el
consumo de sacarosa es semejante y corresponde a 21-22 g/1 de
carbohidrato. Pero con 10% el consumo es el doble es decir

b0 g/1. Estos resultados muestran que la concentracién de saca-
rosa favorece por encima de un determinado nivel la veloci-
dad de consumo del carbohidrato y este efecto estimula una
mayor formacién de enzima. Un efecto similar pudimos apreciar
en el estudio con el pH. Es evidente ademas que durante un
breve periodo de 2 horas la velocidad de sintesis de glucosa
oxidasa es comparable con la velocidad de crecimiento de la
biomasa de manera que su concentracidén se mantiene constante.
Luego decae pero manteniendo niveles superiores a los presen-
tes en los medios con 5% y 7%. Por otra parte en los medios
con mayor nivel de sacarosa la acumulacidén volumétrica se pro-
longa hasta la hora 16 donde se obtiene la mayor produccidn.
Como vemos la sacarosa residual a esta hora es de 7 a 9 g/,
similar a la que presenta a la hora 12 el medio con 5%. A di-
ferencia de lo que ocurre con la actividad de glucosa oxidasa,
la concentracidon de sacarosa tiene sobre el crecimiento del
hongo un efecto contrapuesto. A medida que aumentamos el nivel
de azicar el crecimiento inicial es menor y las curvas !/de peso
seco se desplazan en el tiempo. De esta manera el efecto que
logramos con una mayor concentracion de azlcar es la produc-
cion durante toda la fermentacidon de una biomasa mds activa

en glucosa oxidasa pero en menor concentracion. Cuando hace-
mos el balance de ambos parametros encontramos que la maxima
produccion en el medio con 7% es semejante al de 5% pero el
mayor tiempo de proceso que necesita para alcanzarlo disminuye
la productividad. Con 10% los rendimientos de la hora 12 al-
canzan un valor similar al medio con 5% y en el momento de
mayor produccién es un 13% superior (7333 U/1). En este medio

la productividad es tambien menor. En el cuadro 11 se consig-

nan los datos que caracterizan a cada medio en el momento de
mayor produccidon enzimatica. La eficiencia del proceso consi-
derando los rendimientos obtenidos y el gasto de carbohidrato
es muy superior en el medio con 5%. Con 10% se consume el doble
de azlGcar (94 g/1) y el incremento del rendimiento es solamen-
te del 13%. Se puede observar ademds que la relacidn molar en-
tre el gasto de alcali y consumo de carbohidrato se incrementa

con el nivel inicial de sacarosa.



peso seco sacarosa

x
Sl residual
10

gx|-1

actividad por peso produccian

200t de micelio 1000 - : volumétrica
1 1 1 1 ] | 1 1 1 1 1 1l
4 8 12 16 20 24 [h] 4 8 12 16 20 24[h]

Figura 15. Produccién de glucosa oxidasa en tanque agitado.

Efecto de la concentracidon inicial de sacarosa.
5% AN , 7% [ , 10 O . Agitacidon inicial.
550 rpm y a partir de la hora 8, 700 rpm. pH 4.50.
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C UADRO 11

Caracteristicas de los cultivos con diferentes con-

centraciones iniciales de fuente carbono en el mo -

mento de mayor produccion de glucosa oxidasa

Concentracion de sacarosa

-1
(gxL )
53 72 104
Tiempo de fermentacidon (hs) 12 16 16
Actividad por peso de
micelio (ng_]) 897 700 834
Peso seco (ng_]) 7.3 9,2 8.9
Produccidon volumétrica (UxL_I) 6548 6440 7333
Productividad (UxL_]xh_]) 545 Lo2 458
Sacarosa consumida (%) 87 89 91
Produccidon volumétrica =1
= . Uxg ' de 142 100 80
sacarosa consumida sustrato
Moles de alcali adiciona?o 0.98 .07 115
moles de sacarosa consumido .
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En la figura 16 se representa un proceso tipico con 10%
de sacarosa. Como vemos la produccidn de glucosa oxidasa acom-
pafa al crecimiento de la biomasa pero la velocidad con que
dicha biomasa sintetiza la enzima varia continuamente durante
toda la fermentacidn. De este modo la concentracién en el mice-
lio no es constante y muestra siempre su perfil caracteristico
de acumulacidn y posterior declinacidon. La maxima actividad
que se obtiene entre la hora 8 y 10 es de 1370 U/g. Desde el
punto de vista de una posterior purificacién la calidad de
micelio mds apropiada es la que corresponde a este momento del
proceso. Pero la baja concentracidn celular (3,9 g/1 a la
hora 10) hace que los rendimientos sean todavia inferiores en

un 37% en relacidn a la maxima produccién de la hora 16.

A dicha hora tenemos 8.9 g/1 de micelio seco con una activi-
dad de 834 U/g, es decir la concentracién enzimatica se ha redu-
cido ya en un 40%. Como ha sido caracteristico de todos los
procesos realizados, la mayor produccién de enzima y la maxima
actividad del micelio se encuentran desfasados en la fermen-
tacidon. La velocidad especifica de crecimiento es miaxima entre
las 6 y 10 horas (0.27 h—]) y en forma paralela tenemos también
la maxima velocidad volumétrica de consumo de sacarosa (13.2
g/1/h) y de produccidn de acido. En cambio la velocidad espe-
cifica de consumo de sacarosa es mayor entre las 6 y 8 horas

y coincide con el periodo de acumulacion de la enzima en el
micelio. La velocidad de consumo de oxigeno sigue una tenden-
cia similar a la curva de actividad enzimatica. El pico se
alcanza a la hora 8 (630 ml 02/I/h), momento en el cual la
velocidad especifica de crecimiento esta dentro de su valor
maximo. Estos valores reflejan el oxigeno consumido en el
metabolismo energético del hongo y el empleado por la glucosa
oxidasa para la produccidén de glucénico. El tiempo que trans-
curre entre la hora 8 y 10 es de alguna manera el estado de
mayor actividad metabdlica del hongo. A partir de dicha hora
se puede percibir un decaimiento de la velocidad de la fermen-
tacion (crecimiento, consumo de sacarosa, etc.) que indica
probablemente el comienzo de un cambio en el metabolismo del

hongo. Por su parte el consumo de NO " (expresado en ppm de
N) muestra que en el momento de mayoT produccidon vyolumétrica

su concentracién ha disminuido en un 59% es decir el aprove-

chamiento de esta fuente no es total. Finalmente cabe men-
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Figura 16 Produccidon de glucosa oxidasa en tanque agitado con

10% de sacarosa.

Actividad por peso de micelio Z} . Crecimiento celular (escala
logaritmica) C) . Produccidon volumétrica [:] . Sacarosa resi-
dual @ . Consumo de alcali . . Consumo de 0, ' . Nitro-
geno residual ( NO3 ) ‘57 . Agitacion inicial 550 rpm y des-
de la hora 8 se incrementé a 700 rpm. pH 4.50.

_80_



cionar que a partir de la hora 16 se comienza a observar en el
medio una leve pigmentacién amarillenta (similar a 1o que ocurre
en los otros medios) que se hace mas intensa hacia el final del

proceso. También se puede apreciar la aparicidon de 6rganos de |
fructificacidn y en forma mss tardia un incremento del consumo de
oxigeno y de alcali. Este comportamiento del cultivo refleja que
el estado fisiolégico del hongo en esta etapa de la fermentacidn

ha variado en forma muy pronunciada.

3.5.5. Discusién de los resultados en tanque

Las primeras fermentaciones realizadas en tanque mostraron
que el crecimiento de los pellets era dificultoso y en algunos
casos el desarrollo del hongo no se producia. A diferencia del
proceso en frasco donde el pellet era muy homogéneo y presenta-
ba un aspecto laxo, su morfologia en tanque era muy diferente y
el mismo adquiria luego de un cierto tiempo de cultivo una tex-
tura bien compacta. Este comportamiento del sistema no puede ser
definitivamente intrepretado pero es sabido que sSOnN NumMerosos
los factores que afectan la formacion, el crecimiento y la morfo-
logia de los pellets (58). Entre estos factores se encuentra la
agitacion. De acuerdo a la bibliografia la obtencién de pellets
de naturaleza laxa o suelta se ve favorecida por condiciones mo-
deradas de agitacidon, como puede ser en nuestro caso las del
agitador rotatorio o bien con fermentadores aerados sin agita-
cién mecanica (24, 58). Dependiendo del tipo de reactor y la ce-
pa empleada, la agitacion mecanica puede promover el desarrollo
de pellets pequefios y compactos y en un caso extremo cuando es
muy enérgica, destruir el pellet y favorecer el crecimiento fila-
mentoso (58). Con nuestra cepa y las condiciones de trabajo im-
puestas en el tanque el efecto observado corresponde al primero
de los casos mencionados. Podemos suponer que el retardo consi-
derable que se aprecia en el crecimiento microbiano estd de algu
na manera relacionado con esta modificacion de la estructura del
pellet yaque en estas condiciones la transferencia de nutrientes
al interior del mismo se ve seriamente limitada (58,96). Por lo tanto el tipo
de crecimiento filamentoso aparece como mas adecuado para trabajar en
el tanque agitado. Por otra parte se pudo establecer que el desarro-
l11lo del indculo vegetativo en forma de pellet estda determinado por
las condiciones de cultivo en el medio base. Entre ellas podemos
mencionar la concentracion de esporos. Cuando se aumentd la con-
centracién de esporos de th a 106/m] se pudo obtener una forma

intermedia entre el pellet y el crecimiento filamentoso. Este re-
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sultado es coincidente con lo descripto en la bibliograffa ya que
en general cuando mayor es la concentracién de esporos en el ind-
culo mas se favorece el desarrollo filamentoso (24).Es interesan-
te destacar que la presencia de los s6lidos del macerado de maiz
favorece la coagulacion de los esporos alrededor de los mismos y
tiende a promover la formacion del pellet. Esta observacién esta

de acuerdo con el rol que cumplen los sélidos en la formacidén del
pellet ya que al actuar como centros de nucleamiento estimulan la
aglomeracion de los esporos y el desarrollo de este tipo de creci-
miento (58). Por lo tanto regulando la concentracidn de esporos en
el in6bculo se pudo conseguir el objetivo buscado que fue modificar
aunque sea parcialmente esta forma de crecimiento. Si bien con es-
te tipo de indbculo los inconvenientes no volvieron a presentar-
se, no podemos establecer definitivamente en base a la informacidn
parcial obtenida que la causa de los mismos sea motivada exclusi-
vamente por la forma de crecimiento del hongo. Es interesante des-
tacar que una vez seleccionado un tiempo de cultivo del indculo,la
produccion enzimatica alcanzada en tanque fue similar a la obteni-
da en frasco, es decir 2300 U/l, pero con un aumento en la produc-
tividad ya que tiempo de proceso se reduce en este caso de 18 a 12
horas.

Los estudios con el pH demostraron en forma concluyente que la pro-
duccion de glucosa oxidasa es afectada cuando la acidez del culti-
vo disminuye a un nivel critico y ademas que el adecuado control

de esta variable permite aumentar en forma muy significativa los
rendimientos de la fermentacion. Con el control del pH la forma-
cién de glucosa oxidasa en el hongo se incrementa considerable-
mente y este efecto se podria relacionar con el consumo de la fuen-
te de carbono. En condiciones de pH controlado (4.5, 5.5 o 6.5) 1la
velocidad de consumo de la sacarosa por el micelio aumenta en forma
pronunciada, estimulando la formacion de enzima. Este comportamien-
to es consistente con el concepto 'del metabolismo por sobreflujo
de los carbohidratos mencionado en la introduccidn del trabajo. A
su vez en estos medios la produccién de enzima continda hasta que
la concentracion del carbohidrato disminuye a un determinado valor
que generalmente oscila entre 5 y 12 g/1. En el medio sin control
de pH la velocidad de consumo de la fuente de carbono es menor y

la concentracién de enzima en la biomasa también. Sin embargo la
continua acidificacidon del medio tiene en determinado momento un
“efecto represivo sobre la sintesis de glucosa oxidasa ya que a la

hora 12 la produccién de enzima cesa (no se observa mids acumulacidn
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volumétrica) quedando adGn remanente un 74% de la fuente de car-
bono inicial, o sea en este caso la sintesis neta de glucosa
oxidasa no continda hasta el agotamiento de la casi fotalidad
de la sacarosa. Esta accidon represiva es un claro ejemplo del
complejo efecto que el pH tiene en el metabolismo de los hongos
y se considera que el mismo estd relacionado con cambios en la
asimilacion de los nutrientes del medio debido a modificaciones
en la permeabilidad de la membrana y en la actividad de ciertas
enzimas localizadas en la superficie del micelio (96). Estas
alteraciones del metabolismo de los hongos, promovidas por las
variaciones de pH, ha sido frecuentemente observada en fermenta
ciones de otros acidos orgdnicos como citrico u oxalico (24).
Es interesante destacar los resultados de Malanowska quien pudo
constatar (en un medio con sacarosa) que la produccién de la en-
zima era casi nula en un cultivo donde el pH se mantuvo contro-
lado en 3.0 (55). Este valor coincide con el nivel critico ob-
servado en nuestras fermentaciones que oscildé entre 3.2 y 3.3.
Este autor obtuvo ademads sus méximqs rendimientos a pH 4.5
que coincide con nuestros resultados. Sin embargo en este
trabajo no se dan datos de consumo de azicares y por lo tanto
no podemos establecer una mayor comparacion de los procesos.
Estos resultados explican ademas el comportamiento de las sa-
les de amonio durante los ensayos realizados en frascos.

Estas fuentes acidifican en forma pronunciada el medio de cul-
tivo (pH 2 - 2.5) y por ello la formacién de enzima se re-
prime. Cabe mencionar que la influencia del pH en el consumo
de otros azicares como la glucosa ha sido también estableci-

da particularmente en estudios sobre la fermentacion glucd-
nica (16, 24). El efecto del pH sobre el consumo de sacarosa

se podria relacionar con la actividad de la invertasa. En le-
vaduras esta enzima disminuye marcadamente su actividad a va-
lores de pH por debajo de 4.0 (33). Un comportamiento analogo
de la enzima fingica seria consistente con los resultados ob-
tenidos. Finalmente cuando consideramos los rendimientos del
proceso (producciédn volumétrica) se debe tener en cuenta ade-
m3s de la actividad del micelio el simultadneo crecimiento de

la biomasa. El pH afecta tambien el crecimiento del hongo que



es mas favorable a pH mas acidos. En relacién a los rendi-
mientos y productividad la condicién mas favorable resultd
a pH L.5. El trabajar a este valor de pH tiene véntajas des-
de el punto de vista de la esterilidad del cultivo, ya que
los riesgos de contaminacién bacteriana se reducen.

Los estudios de aeracién mostraron que la produccidon de
enzima se vio favorecida fundamentalmente por un mayor cre
cimiento de la biomasa ya que el incremento en la actividad
del micelio fue poco significativo. Esto indica que en las
condiciones ensayadas la sintesis de glucosa oxidasa no es-
ta limitada por el suministro de oxigeno al cultivo. Zete-
laki observé un comportamiento similar operando en fermen-
tadores con agitacidon mecdnica a un V.A.0. de 100 y 130 m-
moles de Oz/l/h (108). En cambio cuando suministrd oxigeno
puro (V.A.0. 260) si bien la actividad absoluta de enzima no
se incrementd, la misma se mantuvo en un nivel constante du-
rante un periodo mas prolongado de tiempo. En nuestro caso
particular no se ensay6 con oxigeno puro y si bien el fer-
mentador permite operar con una mayor agitacién (hasta 1500
rpm), el principal inconveniente que surge es el efecto me-
canico de la paleta del agitador sobre la hifa del micelio.
Trabajando a 850 rpm se puede apreciar un daifo en las célu-
las del hongo que se manifiesta en la ruptura de las hifas
y la aparicion de trozos esparcidos por el medio. Incluso
al operar con esta agitacidon desde la hora inicial del pro-
ceso, el efecto se vuelve mas notorio por la menor concentra
cion celular. Es por ello que se decidido realizar el cambio
de agitacién a partir de la hora 8 para reducir el tiempo
durante el cual se sometidé al hongo a estas condiciones ad-
versas. Por lo tanto debemos mencionar que si bien los tan-
ques muestran una alta capacidad de transferencia de oxigeno,
el efecto mencionado impide trabajar por encima de una cier-
ta agitacion y de esta manera los estudios con un mayor V.A.O.
no se pueden realizar. Una alternativa seria operar con sobre
presién como en la fermentacidn glucénica (24) pero los tan-
ques no se encuentran disenados para ello. De iqgual manera
el incremento de 550 rpm (V.A.0. 71.3) a 700 rpm (V.A.0. 136)
aumentd la produccion de enzima en un 26%. Los mayores nive-
les de oxigeno disuelto (% de saturacidon), consumo de oxige-

no y consumo de alcali en los medios con mayor agitacidon de-
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muestran el efecto estimulante del oxigeno en el metabolis-
mo general del hongo. En relacidén a los valores.de alcali
es interesante destacar la relacidén molar observada con el
consumo de sacarosa. Habiamos mencionado como hipdtesis que
esta relacién podria indicar que el acido glucdnico se for-
ma a expensas de la glucosa y que en realidad la fructosa
se utiliza como fuente de carbono y energia para el desarro
l1lo del microorganismo.

Las fermentaciones realizadas incrementando la concen-

tracion de sacarosa en el medio de cultivo muestran cierta

concordancia con el comportamiento observado en el estudio
del pH. Con un valor inicial de 10% se estimuld el consumo
del carbohidrato y concomitantemente se produjo una mayor
formacidon de glucosa oxidasa. Este efecto de la concentra-
cion del azlicar se puede relacionar con un aumento en el
contenido de invertasa de las células del hongo como res-
puesta a la elevada concentracidon del carbohidrato (29).
Por otra parte y a diferencia de lo observado habitualmente
en todos los procesos, el estado de maxima actividad del mi
celio se mantuvo durante un breve periodo de dos horas re-
flejando de esta manera que la velocidad de sintesis de la
enzima es comparable al crecimiento global de la biomasa.
En este medio y al igual que con niveles del 5% o 7% la a-
cumulacion de enzima en el cultivo finaliza cuando la con-
centracion del azicar en el medio se ha reducido considera-
blemente (5 - 8 g/1). La concentracidn de sacarosa muestra
en cambio un efecto opuesto sobre el crecimiento del hongo,
particularmente en las primeras horas de la fermentacion.
De esta manera con 7% y 10%Z los valores de peso seco se des-
plazan en el tiempo y son siempre inferiores (a una misma ho
ra del proceso) que las correspondientes al medio con 5%. EI
resultado final que se obtiene en los medios con mayor con-
centracidon inicial de azicar, es una biomasa mds rica en en
zima pero en menor concentracidon. De esta manera los rendi-
mientos en el medio con 10% no alcanzan los valores espera-
dos y s6lo se supera la produccidn enzimadtica con respecto
al de 5% en un 13%. Mas aln el tiempo de fermentacidon para
alcanzar la mayor produccidn es superior y con ello la pro-
ductividad del proceso se reduce. Se deduce enfonces que la

posibilidad de mantener una alta actividad enzimatica simul-



tdneamente a un crecimiento abundante del micelio no puede
ser logrado con el simple incremento de la concentracidn
inicial del carbohidrato (suponiendo que ambos parametros
pueden regularse con dicha variable) y debe buscarse la
posibilidad de utilizar un disefio diferente del proceso fer-
mentativo como por ejemplo una alimentacidén periddica del
carbohidrato. Algunos resultados obtenidos en esta experien
cia son también interesantes de destacar. A juzgar por el
consumo de sacarosa en el medio con 10% y teniendo en cuen-
ta la hipotesis de la produccidn de glucdnico a partir de

la glucosa y del empleo de la fructosa como fuente de car-
bono y energia, los rendimientos de micelio son muy infe-
riores a los que cabia esperar. Sin embargo los valores de
consumo de alcali se alejan de la relacidon molar esperada

y hace suponer que una fraccién de la fructosa puede ser
empleada en la formacion del algdn acido organico (noglucé-
nico) por ejemplo en citrico. Se ha establecido que la
fructosa puede conducir incluso a mayor rendimiento de ci-
trico que la propia glucosa (24). Es evidente que esta si-
tuacidn requiere un cierto '"'sobre flujo'" de fructosa como
los que puede promover una concentracidon equivalente a 50 g/1
del - carbohidrato.(50% de la sacarosa). El proceso ti-
pico con 10% de sacarosa nos refleja los cambios del meta-
bolismo que transcurren durante toda la fermentacidon. En re-
lacién a la produccidon de glucosa oxidasa la situacidon se
puede resumir de la siguiente manera: la sintesis de gluco-
sa oxidasa en relacion al crecimiento del hongo es superior
en la etapa inicial de 8 horas y por ello su concentracidn
en el micelio aumenta. Durante un breve intervalo se mantie-
ne igual y luego la velocidad de formacidon de la enzima
disminuye. La produccidén neta de enzima finaliza a la hora
16 que representa el momento de maxima acumulacidon volumé-
trica. El rendimiento en dicho instante esta determinado por
el balance que se pueda lograr entre el crecimiento celular
y la concentracidon de glucosa oxidasa en dichas células. EI
periodo de acumulacidon y maxima actividad coincide con el
momento de mayor velocidad especifica de crecimiento y con-
sumo de sacarosa. Este estado de maxima actividad metabdli-
ca se refleja también en el consumo de oxigeno y produccion
de glucdonico. Estos cambios parecen estar regulados por el

consumo de la fuente de carbono, que rapidamente se va ago-
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tando en el medio de cultivo. Debemos tener en cuenta un-.aspec-
to que no se ha considerado hasta el momento como es la homoge-
neidad del micelio. Es dificil suponer que toda la biomasa se
comporta de manera semejante y que no existe envejecimiento y
diferenciacion celular. Como se sabe las zonas mas activas del
micelio son las apicales donde hay un permanente proceso de li-
sis y biosintesis de la pared celular (82). Se ha establecido
ademas que en el micelio se produce una continua diferenciacion
histoldgica con una creciente vacuolizacidon de las partes mas
viejas de la hifa (96). Como la localizacién intracelular de la
enzima no ha sido definitivamente establecida tampoco es posible
inferir si algunas zonas del micelio son mas ricas en enzima

que otras. La Unica informacidn bibliografica se refiere a cier-
tos estudios citoquimicos que mostrarfan que la distribucidon de
la glucosa oxidasa en el micelio no es homogénea incluso duran-
te el periodo de cultivo de maxima actividad enzimidtica (53).
Por lo tanto los cambios que se describen reflejan indudable-
mente un estado fisioldogico promedio de la biomasa del hongo.
En este sentido si se desea establecer un modelo que interprete
en su conjunto el comportamiento del sistema, serd necesario con-

siderar esta falta de homogeneidad que puede presentar el cultivo.
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L. CONCLUSIONES

La puesta a punto del método colorimétrico permitid es-
tablecer condiciones definidas para realizar la determina-
cidon enzimatica y disponer de esta manera de un procedimien-
to rapido, sencillo y reproducible para evaluar la glucosa
oxidasa. El método permite medir un rango de actividad com-
prendido entre 8 x 1073 y 0.056 U/ml de mezcla de reaccidn
con un tiempo de ensayo de un minuto. Medidas comparativas
con la técnica manométrica muestran diferencias del 2.6% vy
5.4% para un preparado comercial de glucosa oxidasa y mues-

tras de extractos celulares respectivamente.

La enzima es extraida del micelio en forma eficiente me-
diante tratamiento con abrasivos (arena) o con el empleo de
la Prensa-X. La Prensa-X presenta la ventaja de ser un méto-
do limpio y permite estandarizar las condiciones de la opera
cion. La maxima extraccion se alcanza con 3 pasajes por el
equipo (temperatura-28°C). El porcentaje de enzjma remanente

en solucidon luego de separar los restos celulares por centri-

fugacion es del 90%.

Los ensayos en frascos agitados donde se estudié la com-
posicion delmedio de cultivo en la produccidon de enzima, de-
muestran el cardcter inducible de la misma y la marcada in-
fluencia sobrelos rendimientos de la fermentacidon. Con las
fuentes de nitrogeno y carbono los mayores niveles de gluco-
sa oxidasa en el micelio y la maxima produccidon volumétrica
se alcanzan en presencia de nitrato de calcio y de sacarosa
o glucosa respectivamente. La presencia de amonio inhibe 1la
formacidon de enzima. La adicidon de bajas concentraciones de
productos que aportan factores de crecimiento como 0.1 % de
extracto de carne o de levadura, estimulan la formacion de
enzima y el crecimiento del hongo. Con mayores concentracio-
nes se aprecia un efecto represivo en la produccidén enzima-
tica. La concentracidon de nitrato de calcio también afecta
la produccidon de glucosa oxidasa. Los mayores rendimientos
se obtienen en medios que contienen concentraciones de 0.8
a 1.25%. Con la correcta seleccion de los componentes del

medio es posible obtener a escala de frascos una produccidn
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de 2300 U/1 en 18 horas de proceso. En las condiciones de
cultivo empleadas el microorganismo desarrolla en forma de
pellets que alcanzan en el momento de madxima produccién un

diametro aproximado de 1 mm.

Las experiencias conducidas en fermentadores con agita-
cion mecanica muestran que con este sistema de cultivo, el
crecimiento tipo filamentoso es mas adecuado que el desarro-
l1lo en pellet. Los resultados del estudio con el pH indican
que el control de la acidez del medio permite incrementar
considerablemente la produccion de enzima. En un medio sin
control de pH, la formacién de glucosa oxidasa se Inhibe
cuando el mismo alcanza un valor cercano a 3.0. En dicho
instante (12 horas de fermentacidn) se alcanza un rendimien
to de 2300 U/1 con un consumo del 25% de la fuente de carbo
no. Controlando el pH en 4.5 y en el mismo tiempo de proce
so se alcanza una produccidn de 5343 U/1 y un consumo del
80% de la sacarosa. A pH 5.5 el rendimiento es similar pero
la productividad menor. Los ensayos sobre el pH se realiza-
ron trabajando con una agitacién constante de 550 rpm (V.A.O.
71.3 m moles de 02/l/h). Incrementando a partir de la hora 8
la agitacion a 700 rpm (V.A.0. 136) se estimula el crecimien-
to del micelio pero no se induce una mayor formacion de glu-
cosa oxidasa. El aumento en la biomasa conduce a una mayor
produccidon enzimatica obteniéndose con el mismo tiempo de
cultivo (12 h) un rendimiento de 6548 U/1. Con una mayor agi
tacion por ejemplo 850 rpm los resultados son comparables a
los de 700. Con esta condicidon se puede apreciar ademas un
cierto efecto mecanico sobre el hongo que se manifiesta en
la ruptura de las hifas del micelio. El aumento de la con-
centracidon de sacarosa de un 5% al 7% no introduce ninguna
mejora en la produccién enzimatica. Con 10% se induce una
mayor formacion de glucosa oxidasa pero en forma contrapues-
ta el crecimiento del hongo es menor. De esta manera la
maxima produccion de enzima es de 7333 U/l que representa un
incremento del 13% con relacidén al medio con 5%. Como el tiem
po de fermentacion en que se alcanza dicha produccidon es ma-
yor (16 h) , 1la productividad del proceso con esta concentra
cion de carbohidrato es finalmente inferior a la obtenida en
el medio con 5%. La actividad enzimdtica del micelio varia

continuamente durante el curso de la fermentacion. Se observa



una fase inicial de acumulacién que en tanque es de 8 horas
en la cual la concentracion de glucosa oxidasa -en la biomasa
aumenta y alcanza su maximo valor. La actividad que en este
instante es de 1200 a 1400 U/g.lLuego comienza a disminuir en
forma progresiva y en general cuando se alcanza la maxima
produccién de enzima la actividad del micelio se ha reducido
en un 20 a 30%. Este comportamiento indica que la velocidad
a la cual las células del hongo sintetizan la enzima en re-
lacidén al crecimiento global de la biomasa varfa en forma
constante y de acuerdo a ciertos resultados la misma esta-
ria regulada por la velocidad de consumo de la fuente de car
bono. Los rendimientos enzimaticos que se pueden obtener en
un determinado tiempo de la fermentacion dependen del balan-
ce entre la actividad del micelio y la concentracion del mis
mo en el medio de cultivo. Los resultados obtenidos con di-
ferentes concentraciones de la fuente de carbono sugieren
la posibilidad de estudiar un sistema de cultivo en el cual

el carbohidrato se suministre al medio en forma periddica.
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FE DE ERRATAS

Pag. 4.Donde dice: ''bacteriostaticas' debe decir ''bactericidas"

En el texto donde dice '‘Aspergillus Niger'' debe decir 'Aspergillus niger"

En el texto donde dice '""Penicillum' debe decir '"Penicillium"
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