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Introduccion. Aspergillus niger es un hongo filamentoso
usado para producir metabolitos de interés comercial, que es
capaz de secretar proteinas heter6logas con modificaciones
postraduccionales bien ejecutadas, lo que ha generado la idea
de usarlo como fabrica metabdlica. A pesar de que se han
realizado multiples avances para mejorar la produccion de
estas proteinas por A. niger, hasta la fecha no ha sido posible
obtener niveles de produccion comercial de una manera
sistemética, esto se debe a que no existe suficiente
conocimiento basico del proceso de secrecion proteica por
este microorganismo™. Estudios recientes han demostrado
que el crecimiento en forma de micelio disperso produce
mejores titulos de produccion, con una mayor proporcion de
proteinas secretadas en comparacion con el crecimiento en
forma de pellet obtenido por fermentacién sumergida®. El
estudio de la secrecion en este tipo de crecimiento ha estado
limitado por el uso de soportes biodegradables que
modifican la composicion del medio de cultivo impidiendo
su comparacion directa con el sistema de fermentacion
sumergida y ademas imposibilitan el andlisis completo de los
resultados de la fermentacion. La espuma de poliuretano
(PUF) es un soporte ideal para este fin, por que es inerte, no
biodegradable, tiene la geometria adecuada para permitir el
crecimiento en forma de micelio y no interfiere con el
analisis de la produccién y secrecion de proteinas®.

El objetivo del presente trabajo es el adquirir informacion
basica acerca de la secrecion de proteinas recombinantes por
micelio disperso de Aspergillus niger por medio del analisis
de la produccion de lisozima de huevo de gallina (HEWL)
usando PUF como soporte inerte y compararlo con la
produccion de la misma proteina en fermentacion sumergida.
Este es el primer paso para establecer una linea de
investigacion de la secrecién de proteinas recombinantes por
este hongo filamentoso usando técnicas moleculares.

Metodologia.

La cepa de Aspergillus niger B1 productora de HEWL fue
cultivada en medio minimo de Cove con la sustitucion de
NaNO; por NH,Cl y medio completo ACM/N/P con maltosa
como fuente de carbono®® usando PUF como soporte inerte y
por fermentacion sumergida. Se determinaron: biomasa por
gravimetria, proteinas totales producidas por el métodos de
Bradford y la actividad de lisozima por medio del ensayo de
lisis de Micrococcus luteus . Los resultados obtenidos para
ambos sistemas de cultivo fueron comparados directamente.
Se esta explorando cuales son las condiciones de cultivo que
permitan obtener los mayores titulos enzimaticos con la
mayor estabilidad en la lisozima producida.

Resultados y discusién. La biomasa producida en medio
minimo fue de 11 y 12 ¢g/l, mientras que la lisozima
producida fue 21 y 33 mg/l para fermentacién sumergida y la
de PUF, respectivamente. El medio completo permitio
obtener una biomasa superior 14 y 22 g/l, con una
produccion de lisozima de 45 y 120 mg/l en fermentacion
sumergida y con PUF, respectivamente. En todos los casos el
pico de actividad se alcanzo a las 72 h. El pH bajé mas en
fermentacion sumergida (4.0) que con el uso de soporte
(5.0). El uso de medio completo permitié aumentar la
produccion de biomasa y de lisozima para ambos sistemas de
cultivo, pero los cultivos con PUF como soporte inerte
tuvieron un mayor crecimiento y mayores titulos de lisozima.
Este resultado ya ha sido reportado para la produccion de
protefnas propias® y se ha atribuido a que la morfologia de
crecimiento en forma de micelio es la normal para hongos
filamentosos®; otra posibilidad es que el PUF como soporte
inerte resulta en una aireacion mas adecuada, lo que permite
aprovechar mas los nutrientes disponibles, esto explicaria el
mayor crecimiento en medio completo con el uso de PUF®.

Conclusiones EI PUF es una excelente opcién para el
estudio molecular de la secrecion de proteinas por micelio
puesto que no solo permite analizar por completo la
fermentacién, sino ademas aumentar la produccion de
proteinas recombinantes. Estos experimentos son el primer
paso para el estudio de la secrecion de proteinas
recombinantes por hongos filamentosos que permita adquirir
conocimientos basicos a fin de obtener mejores resultados
de secrecién de forma racional.
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