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Introduccion. La respirometria consiste en la medicion e
interpretaciéon del consumo biolégico de O, y la
produccion de CO, de una poblacion microbiana bajo
condiciones de cultivo definidas®. De la cual se pueden
obtener algunos parametros que puedan servir como
indicadores del comportamiento metabdlico del cultivo.
Dependiendo de los fines que se persigan, el conocer
indicadores del metabolismo puede servir para seguir el
consumo de un determinado sustrato, la produccién de
algun metabolito® 0 como es el propdsito de este trabajo,
emplear la respirometria como una herramienta para
definir estados fisiolégicos, lo cual es de interés para
estudios posteriores. Por otro lado, la expresion de
proteinas es un reflejo directo este estado, por lo que un
andlisis elemental puede mostrar diferencias o similitudes
entre diversas muestras, razon por la cual se emplea un
andlisis en SDS-PAGE.

Metodologia. Se utilizé la cepa de Aspergillus niger
ATCC 9642. Para el cultivo en medio solido se
emplearon matraces Erlenmeyer de 250 mL con 6 g de
agrolita impregnados con 11 mL de medio de cultivo
esteril® con 2 diferentes concentraciones de sacarosa
(150 y 300 g/L) como fuente de carbono, inoculado con
1x10° esporas/mL de medio. Y se incubo a 30°C, el
cultivo se monitoreo empleando un metabolimetro hasta
obtener la tasa maxima de produccion de CO,. Para
obtener la proteina extracelular se afiadié a cada matraz
60 ml de agua con inhibidor de proteina y se agité a 200
rpm, 30 min a 4°C. Después el extracto fue filtrado con
papel Whatman No. 40. Posteriormente se centrifugo dos
veces a 7000 rpm durante 20 min a 4°C. El extracto
limpio se concentré por ultrafiltracion, se diafiltrd, se
midié proteina® y se liofilizé. La electroforesis SDS-PAGE
se realizé con geles al 12% de acrilamida con un voltaje
constante de 120V, por cada carril se cargaron 30 ug de
muestra.

Resultados. El uso de la tasa maxima de produccion de
CO, (Tabla 1) como criterio para la toma de muestra,
mostré patrones similares de bandas de proteinas en
geles SDS-PAGE (Fig.1) para ambas concentraciones de
sacarosa inicial en diferentes unidades experimentales.

Fig. 1 Geles SDS-PAGE al 12 % de tres diferentes unidades
experimentales obtenidas con 150 (izg.) y 300 (der.) g/L de sacarosa
inicial.

Tabla 1. Parametros cinéticos obtenidos por respirometria de CMS
empleando diferentes concentraciones de sacarosa

Sacarosa Tasa maxima Produccion Tasa
inicial UE de produccion | total de CO, especifica de
(@) de CO; (ml (mg CO2/g produccion de

9 CO,/min) sl) CO, (1/h)
1 1.132 14.986 0.248
150 2 1.007 13.235 0.26
3 1.093 14.508 0.245
1 2.122 28.528 0.185
300 2 1.907 25.747 0.193
3 2.099 27.675 0.187

Conclusiones. El empleo de la respirometria, y de la
maxima tasa de produccién de CO2 como criterio para
realizar el muestreo en un cultivo sélido es adecuado
para obtener estados fisiol6gicos definidos. Tal
afirmacién se apoya al observar patrones de bandas de
proteinas similares, obtenidas de diferentes muestras
tomadas bajo este criterio.

Agradecimiento. A CONACyT por la beca otorgada
300609.

Bibliografia.

1. Spanjers H, Takacs |, Brouwer H. (1999) Wat Sci Tech 39 4: 137-145
2. Soto NO. (1993) Informe final de servicio social. Universidad
Auténoma Metropolitana. p. 4-5.

3. Hill T., Kafer E. (2001). Fungal Genet. Newsl., 48:20-21

4. Bradford, M.M. (1976) Anal. Biochem. 72: 248-254


mailto:sgndelvillar@yahoo.com.mx

