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Resumen

Neurospora crassa es un hongo filamentoso con gran potencial para aplicaciones biotecnolégicas
debido a su rapido crecimiento y facil cultivo. En este estudio, se evalud la capacidad de produccién
de la enzima invertasa a partir de este microorganismo, mediante fermentacién en medio sdlido
(FMS) y agrolita como soporte inerte. Se evaluaron factores de crecimiento y produccion enzimatica
relevantes como el contenido de sustrato, niveles de humedad, temperaturas de incubacién y nivel
de inéculo. La produccion de invertasa se incrementé al incrementar la concentraciéon de sustrato,
alcanzando una actividad maxima de 10.69 + 0.01 U/mL, empleando 90 g/L de sacarosa. De igual
manera, la actividad enzimatica se vio favorecida al emplear 65 % de humedad inicial en la FMS
(44.56 £ 1.76 U/mL), una temperatura de 35 °C (46 + 1.63 U/mL) y un nivel de inéculo de 1x108
esporas/mL (41.38 £ 1.00 U/mL). Ademas, se observé que la concentraciéon de proteina varié en
funcién de estas condiciones, con un maximo de 0.08 + 0.01 mg/mL a 65 % de humedad inicial.
Estos resultados muestran que N. crassa es un buen modelo de estudio para el disefio de estrategias
que permitan la eleccién de las condiciones de cultivo en FMS, para mejorar la produccion de
enzimas industrialmente importantes, como es el caso de la invertasa.
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Abstract

Neurospora crassa is a filamentous fungus with great potential for biotechnological applications due
to its rapid growth and easy cultivation. In this study, the production capacity of the invertase enzyme
from this microorganism was evaluated by solid media fermentation (SMF) with agrolite as an inert
support. Relevant growth and enzyme production factors such as substrate content, humidity levels,
incubation temperatures, and inoculum level were assessed. Invertase production increased with
increasing substrate concentration, reaching a maximum activity of 10.69 + 0.01 U/mL, using 90 g/L
of sucrose. Similarly, enzymatic activity was enhanced by using 65 % initial humidity in the SMF
(44.56 + 1.76 U/mL), a temperature of 35 °C (46 + 1.63 U/mL), and an inoculum level of 1x108
spores/mL (41.38 £ 1.00 U/mL). Furthermore, it was observed that protein concentration varied
depending on these conditions, with a maximum of 0.08 + 0.01 mg/mL at 65 % initial humidity. These
results show that N. crassa is a good study model for the design of strategies that allow the choice of
culture conditions in SMF to improve the production of industrially important enzymes, such as
invertase.
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Introduccion

Los hongos filamentosos se han utilizado para
la produccion industrial de muchas enzimas,
entre ellas, amilasas, proteasas, lipasas,
celulasas, celobiosa e invertasa (Machida
2002; Ray & Behera, 2017; Ohara et al.,
2015). Las enzimas se emplean en una
variedad de sectores industriales, desde la
alimentacion, cosméticos y biocombustibles,
entre otros (Wikandari et al., 2023). Esta
produccién puede derivar de procesos como
la fermentacién en estado soélido (FMS) y la
fermentacion sumergida (FS). La FMS se
define como cualquier proceso de
fermentacion microbiana llevado a cabo sobre
materiales insolubles, en la casi ausencia de
liguido que fluya libremente. Dichos
materiales sirven como fuente de nutrientes y
soporte fisico (Rodriguez & Sanroman, 2006).
Se considera mas apropiado cuando se
utilizan hongos, porque los sustratos solidos
se asemejan a su habitat natural, lo que
mejora su crecimiento y secreciéon de una
amplia gama de enzimas extracelulares
(Castro et al., 2014). Aunque la FS es mas
comun en los bioprocesos, la FMS esta
emergiendo como una alternativa atractiva
debido a beneficios como una mayor
productividad y rendimientos,
aprovechamiento de numerosos residuos
agroindustriales, menor costo de produccién y
riesgo de contaminacion, menor
requerimiento de energia y menores costos de
energia para la esterilizacién, entre otros
(Oviedo et al., 2014; Chilakamarry et al., 2022;
de Castro et al., 2018).

Neurospora crassa es un hongo filamentoso
comunmente llamado moho del pan, que
crece en el entorno natural y en materia
vegetal muerta (Saraswathy & Ramalingam,
2011). Se encuentra comunmente en
alimentos ricos en carbohidratos y residuos
del procesamiento de la cafia de azucar (Kuo
et al., 2014). Neurospora crassa tiene un
rapido crecimiento a 32 °C, con carbohidratos,
nutrientes simples y biotina y sus cultivos
vegetativos se reconocen por sus esporas de
color naranja (conidios) (Selker, 2017). Se
considera que todas estas caracteristicas le
confieren un potencial biotecnolégico (Havlik
et al., 2017). Diversos estudios han
demostrado la produccion de distintas
enzimas mediante fermentacion en medio
sélido, utilizando  N. crassa. Este
microorganismo fue capaz de generar altos
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rendimientos de celulasa y B-glucosidasa a
partir de sustratos sdlidos (Macris et al.,
1989). En harina de canola extraida con
hexano (HECM), exhibi6 una actividad
significativa de [-glucosidasa en FMS
(Alhomodi et al., 2022). Asi mismo, logré una
actividad enzimatica de celulasa de 4.72 U/mL
cuando se mejoraron los parametros del
proceso de fermentacion de N. crassa en
salvado de trigo (Verma & Kumar, 2020). En
el caso de la proteasa, se utilizaron
condiciones especificas con okara como
sustrato, logrando una actividad significativa
tras 72 h de fermentacién (Zheng et al., 2020).
De igual manera, se reporté la produccion de
a-amilasa empleando residuos de café y de
lipasa con harina de mostaza como sustrato
(con una actividad enzimatica de 3.88 U/mL)
(Murthy et al., 2009; Arooj et al., 2025).

Otra enzima importante es la invertasa (EC
3.2.1.26), la cual ha atraido la atencion de
diferentes sectores industriales debido a su
potencial biotecnoldgico (Giraldo et al., 2012).
Esta enzima cataliza la hidrdlisis del enlace -
fructdsido en la sacarosa (Toledo et al., 2019)
y otros oligosacaridos como la kestosa,
rafinosa y la estaquiosa (Andjelkovic & Lah,
2011). Varios estudios han demostrado la
produccion de invertasa por diferentes
microorganismos, especialmente por
Saccharomyces cerevisiae (Nobre et al.,
2016). En el caso de Aspergillus niger en
FMS, se reporté una productividad de 0.09
U/mL-h utilizando espuma de poliuretano
(PUF) como soporte inerte (Romero-Gomez et
al., 2000). Por otro lado, con Aspergillus niger
y melaza de soja como soporte, se reportd una
actividad de 0.355 U/mL (Kabir et al., 2025).
En contraste, Emericella nidulans mostr6 una
mayor actividad invertasa (28.6 U/mL) (Alves
et al., 2013).

Diversos parametros influyen en la produccion
de enzimas, incluyendo el tipo de
microorganismo, la fuente de carbono, el pH
inicial, el contenido de humedad, Ila
temperatura de incubacién y el tiempo de
fermentacién. Debido a su importancia, estas
variables han sido evaluadas para mejorar la
produccidon enzimatica a partir del hongo
Neurospora Crassa en FMS, empleando
agrolita como soporte inerte (Nobre et al.,
2016; Boondaeng et al., 2024).
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Materiales y Métodos

Microorganismo y condiciones de cultivo

Se empleé el hongo Neurospora crassa
FGSC#9717 (Amus-51::bar+; mat A his-3), el
cual fue inoculado en matraces Erlenmeyer
(250 mL) que contenian medio Vogels (10X)
con sacarosa (1.5 %) como fuente de carbono
e inductor para la produccion de invertasa y
1.5 % de agar. Los matraces se incubaron a
30 °C por 4 dias. Los conidios se recuperaron
con 30 mL de Tween 80 estéril al 0.01 % (v/v)
y se emplearon 500 mL de la suspension de
conidios para inocular matraces Erlenmeyer
de 250 mL con 50 mL de medio Vogels (1.5 %
de sacarosa y 1.5 % de agar). Después de 4
dias a 30 °C, se recolectaron los conidios
(inéculo) para las FMS.

Fermentacion en Medio Sdlido (FMS)

Se utilizé agrolita previamente tamizada
(tamafio de particula de 1.19 — 2.38 mm) y
lavada con agua del grifo, seguida de un
enjuague con agua destilada. Luego, se seco
a 60 °C y se emple6 como soporte sélido para
la FMS. La composicion del medio base fue
(g/L): sacarosa, 15; NasCeHs07-5H20, 30;
KH2POs4 (anhidro), 50; NH4NO3 (anhidro), 20;
MgS04-7H20, 2; CaCl2:2H20, 1. Se adiciond
1 mL de solucién de oligoelementos, 0.5 mL
de solucion de biotina y 1 mL de cloroformo.
La agrolita y el medio de -cultivo se
esterilizaron por separado por 15 min a 121
°C. Se evaluaron concentraciones iniciales de
sacarosa de 30-120 g/L.

Se pesaron 10 gramos de agrolita por matraz
ErlenMeyer (250 mL) y se humedecieron con
15 +1 mL de medio de cultivo inoculado (1x10’
esporas/mL) para tener una humedad inicial
del 60 %. Se hicieron FMS a 30 °C empleando
diferentes concentraciones de sacarosa (30,
45, 60, 90 y 120 g/L). Después, se hizo un
estudio en FMS a 30 °C vy diferentes
contenidos de humedad inicial (55 y 65 %),
con 15 g/L de sacarosa. Posteriormente, se
evalud el efecto de la temperatura sobre la
produccién enzimatica a partir de FMS (15 g/L
de sacarosa y 60 % humedad inicial) a 25y 35
°C. Finalmente, se hicieron FMS a 30 °C (30
g/L de sacarosa, 60 % de humedad inicial) con
tres tamanos de indculo (1x108, 1x107 y 1x108
esporas/mL).

Recuperacion de la proteina extracelular

La proteina extracelular se recuperd
incorporando 100 mL de agua destilada por
matraz, los cuales se agitaron en vértex por 5
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min y después su contenido se filtré al vacio
(Whatman 41). La concentracion de proteina
en los extractos crudos se determind de
acuerdo con lo reportado por Mora-Pérez et
al. (2024). Los extractos obtenidos se
almacenaron a -20 °C para su posterior
analisis. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Anaélisis de actividad enzimatica

Las pruebas enzimaticas se realizaron a partir
de los extractos proteicos crudos, midiendo la
concentracion de azucares reductores (AR),
liberados debido a la actividad enzimatica. La
mezcla de reaccion se preparé con 0.180 mL
de sacarosa 0.1 M como sustrato para la
reaccion, después se adicionaron 0.02 mL de
extracto de proteina, se incubé a 50 °C
(Guerrero-Urrutia et al., 2021) y la reaccion se
detuvo adicionando 0.3 mL de &cido 3,5-
dinitrosalisilico (DNS). Los AR liberados se
cuantificaron por el método de Miller (Miller et
al., 1960). Una unidad de actividad invertasa
(U) se defini6 como la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1 umol de AR por
minuto, bajo estas condiciones de ensayo.
Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

Determinacién de azucares totales, pH y
humedad

La concentracion de azUcares totales se
determiné por el método de fenol-sulfurico
(Bradford, 1976). Los valores de pH se
midieron mediante potenciometria (PHS-
3BW, BANTE Instruments) y el contenido de
humedad se cuantific6 con termobalanza
(MB45, OHAUS). Todas las determinaciones
se realizaron por triplicado.

Resultados y discusién

Efecto de la concentracién de sustrato sobre
la produccién de invertasa en FMS

La produccion de invertasa mediante FMS se
evalué utilizando concentraciones iniciales de
sacarosa de 30 a 120 g/L, con tiempos de
incubacion de 72y 120 h a 30 °C. Se observo
un incremento en la produccién de proteina
(fig. 1) y de invertasa (fig. 2) hasta 3.09 veces
al aumentar la concentracion de sacarosa de
30 a 90 g/L, alcanzando una actividad maxima
de 10.69 £ 0.01 U/mL a 120 h de cultivo. En
esta condicién, el consumo de sacarosa fue
del 96 %, la concentracién de proteina fue de
0.0264 + 0.002 mg/mL y la actividad
especifica de 405.00 + 6.15 U/mg. Este
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comportamiento coincide con lo reportado por
Mora-Pérez etal. (2024), para el mismo
microorganismo en FMS. La produccion de
invertasa a la concentracion mas baja de
sustrato fue 2.66 y 6.66 veces mas alta (con

PUF y aserrin, respectivamente), en
comparacién con este estudio. Sin embargo,
las actividades especificas fueron en
promedio 13.5 veces mas bajas, en

comparacion con este estudio. De igual
manera, la actividad enzimatica obtenida en
este estudio fue superior a la reportada por Li
et al. (2018), para Aspergillus foetidus (5.5
0.1 U/mL) a las 96 h de fermentacién. Por otro
lado, Nadeem et al. (2015) reportaron una
actividad invertasa de 0.350 U/mL en cultivos
con Streptomyces sp y 30 g/L de sacarosa
inicial. La actividad enzimatica obtenida en
este estudio fue 3.55 veces mas baja en
comparacién con lo reportado por Guerrero-
Urrutia et al. (2021) para A. brasiliensis en
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FMS, utilizando agrolita como soporte y 120
g/L de sacarosa inicial. Bajo estas condiciones
de cultivo, no se presenté represion catabdlica
por sustrato, evidenciando que es posible
emplear concentraciones de sustrato altas,
pero sobre todo bajas, para obtener enzimas
de interés como la invertasa, y abatir costos
de produccion. Esta produccién esta
directamente relacionada con varios factores
como el microorganismo, las condiciones vy el
tipo de cultivo, asi como la fuente de carbono
y los soportes empleados. Estos ultimos
juegan un papel importante en la produccién y
rendimiento de estas enzimas, lo cual se vio
reflejado en la comparacién de los titulos de
actividad enzimatica, en donde sobresale el
PUF, el cual presenta ventajas sobre la
agrolita al tener una capacidad de retencion
de agua alta, lo que puede mejorar la
productividad enzimatica, sin diluir el producto
durante la recuperacién del mismo.

T
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Figura 1. Efecto de la concentracion de sacarosa inicial a 72 'y 120 h de FMS de N. crassa, sobre la produccion de proteina
extracelular.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de sacarosa inicial a 72 'y 120 h de FMS de N. crassa, sobre la actividad invertasa.
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Efecto de los diferentes porcentajes de
humedad sobre la produccion de invertasa en
FMS

La humedad es un factor importante a
considerar durante los procesos de FMS, para
garantizar un buen crecimiento y produccion
de metabolitos de interés, como las enzimas.
De acuerdo con Montiel-Gonzélez et al.
(2004), niveles muy bajos o muy altos podrian
obstaculizar esta produccién. Se sabe que
una mayor disponibilidad de agua en el
sustrato favorece la actividad enzimatica,
debido a una mejor difusion de nutrientes
(Cebrian & Ibarruri, 2023). Por tal motivo, se
establecieron dos condiciones de humedad:
55 % y 65 %, con 15 g/L de sacarosa, pH 6.5,
tamarfio de inoculo de 1 x 107 esporas/mL, a
30 °C, condiciones similares a lo reportado por
Carrillo-Sancén et al. (2016). Al final de las
fermentaciones, la humedad disminuyé en
promedio 13.87 %, mientras que el consumo
de sustrato fue de 83 y 93 %,
respectivamente. La actividad invertasa, asi
como la concentracién de proteina (44.56 *

176 UmL y 008 + 001 mg/mL,
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El contenido de humedad en los procesos de
FMS varia entre 20 y 80 %. Particularmente,
para hongos filamentosos, la humedad podria
alcanzar entre el 20 y 70 % (Guerrero-Urrutia
et al.,, 2021). Si la humedad es demasiado
baja, el crecimiento de hongos disminuye
debido a la poca solubilidad de nutrientes y si
es muy alta se tienen problemas de
transferencia de oxigeno (Cebrian & Ibarruri,
2023). Bajo estas condiciones de humedad
inicial, N. crassa no presenté estos problemas
y fue capaz de mejorar la produccion de
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respectivamente) fue 1.3 veces mayor cuando
la humedad inicial de la FMS fue del 65 %
(fig.3). Mientras que a un menor contenido de
humedad inicial, la actividad especifica fue 2
veces mas alta (1140.72 £ 20.05 U/mg).
Guerrero-Urrutia et al (2021) reportaron que el
contenido de humedad inicial en la FMS no
afectd significativamente el crecimiento y la
produccion de invertasa a partir de Aspergillus
brasiliensis. Cuando  trabajaron con
condiciones similares a 20 g/L de sacarosa y
un contenido de humedad inicial del 60 %, la
actividad enzimatica fue Ila misma
(aproxidamente 8 U/mL), mientras que la
actividad especifica que encontraron fue
21.16 veces mas bajas, en comparacién con
este estudio. Asi mismo, Mora et al. (2024)
reportaron una actividad enzimatica y
actividad especifica 3.1 y 7.23 veces mas
baja, a partir de la FMS de Neurospora crassa
con PUF como soporte, con respecto a este
estudio. Mientras que con aserrin la actividad
enzimatica fue 1.55 veces mas alta y la
actividad especifica fue 17.36 veces mas baja,
en comparacion con este estudio.

72 96

120

Tiempo (h)

Figura 3. Efecto del porcentaje de humedad inicial (65 y 65%) d la FMS de N. crassa, sobre la actividad invertasa.

invertasa. Es importante considerar estudios
adicionales y variables como el crecimiento,
para tener un mejor entendimiento del efecto
del contenido de humedad sobre este, con la
finalidad de mejorar los tiempos de cultivo y
maximizar la productividad y el rendimiento de
esta enzima en FMS a partir de N. crassa.

Efecto de la temperatura sobre la produccion
de invertasa

La temperatura de un proceso enzimatico es
un compromiso entre la actividad y la
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estabilidad enzimatica, porque las altas
temperaturas maximizan la  actividad,
mientras, la estabilidad se puede ver
desfavorecida por la inactivacién térmica
(lanes, 2008). Es un parametro critico que
debe controlarse, varia segun el organismo y
determina el éxito del sistema de optimizacion
(Shankar & Mulimani, 2007). En este estudio
se evalud el efecto de la temperatura de
cultivo sobre la produccion de invertasa de
Neurospora crassa en FMS a 25y 35 °C (con
15 g/L de sacarosa inicial). En ambas
condiciones, la producciéon de invertasa
aumento hasta un maximo de 20.75 + 6.67
U/mLy 46 £ 1.63 U/mL, respectivamente (fig.
4). La actividad especifica fue 28.87 veces
mas alta (770.11 £ 26.67 U/mg) con una
temperatura de cultivo de 35 °C. Este
comportamiento coincidi6 con Shankar y
Mulimani (2007), quienes reportaron una
mayor actividad invertasa a 35 °C, a partir de
Aspergillus niger y Lactobacillus reuteri. La
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actividad enzimatica en este estudio fue 8.15
veces mas alta en comparaciéon con lo
reportado por Kabir y Ju (2023), con una
temperatura de incubacion de 40 °C (3.47 +
0.32 U/mL), utilizando A. niger y residuos de
cascara de soja como sustrato, a las 72 h de
cultivo. Asi mismo, Mora et al. (2024)
reportaron una actividad enzimatica vy
actividad especifica 5.66 y 14.43 veces mas
baja con respecto a este estudio, a partir de la
FMS de N. crassa y 65 h de cultivo, con PUF
como soporte. Es importante mencionar que
la temperatura mas alta provocd una
disminucién de la concentracion de proteina,
a las 96 h de cultivo. Esto pudo deberse a un
proceso de protedlisis 0 a la desnaturalizacion
de las proteinas por la temperatura y el tiempo
de cultivo. Por ello, es necesario realizar mas
estudios que confirmen esto, de tal manera
que la produccidn, la actividad y la estabilidad
enzimatica no se vean afectadas por cambios
debidos a la temperatura del cultivo.

72 96 120

Tiempo (h)

Figura 4. Efecto de la temperatura de la FMS de N. crassa, sobre la actividad invertasa.

Efecto del nivel de indculo sobre la
produccién de invertasa

El tamafo de inéculo es un factor importante
en los procesos microbianos. Niveles
inadecuados de este pueden afectar
significativamente tanto al crecimiento como a
la produccion de metabolitos de interés. Por
ello, se evaluaron tres tamafios de indculo:
1x108, 1107 y 1x108 esporas/mL. El nivel de
in6culo mas grande permiti6 mantener una
actividad promedio de 28.92 U/mL por 72 h'y
una mayor actividad enzimatica al final del
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cultivo de 41.38 + 1.00 U/mL (fig. 5). De igual
manera, la actividad especifica (1334.80 +
23.88 U/mg) fue 1.74 y 1.26 veces mas alta,
en comparacion con los niveles de in6éculo de
1x107 y 1x108 esporas/mL, respectivamente
(768.18 + 14.62 y 1060.53 + 20.82 U/mg,
respectivamente). La concentracion de
proteina fue 1.2 veces mas alta (0.07 + 0.004
mg/mL), pero a las 48 h de cultivo. Estos
resultados mostraron un comportamiento
similar al reportado para Aspergillus niger
ATCC20611 en la produccién y actividad
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inulinasa e invertasa (Dinarvand et al., 2017).
De igual manera, se aumentd 5.78 veces la
actividad invertasa, en comparaciéon con lo
reportado por Mora et al. (2024), empleando

50

- @ - 1x10"6 esp/mL

N. crassa en FMS con espuma de poliuretano
y 5.95 veces menos de lo reportado
empleando A. niger LBA 02 a 72 h de cultivo
(Ohara et al., 2015).
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24
Figura 5. Efecto del nivel de in6culo (1x108, 1x

Conclusiones

Neurospora crassa fue capaz de crecer y
producir la enzima invertasa bajo condiciones
de FMS, empleando agrolita como soporte
natural. La humedad y la temperatura
influyeron de manera positiva en la actividad
invertasa, mientras que el nivel de inéculo
determind la rapidez y eficiencia del proceso.
Ademas, la disponibilidad del sustrato impacté
directamente el rendimiento, mostrando que
concentraciones moderadas de @ éste
favorecen la produccion y la actividad
enzimatica, sin generar efectos inhibitorios.
Este estudio confirma el potencial de la FMS y
de N. crassa como un microorganismo
prometedor en la biotecnologia industrial,
abriendo la puerta a futuras investigaciones
para optimizar y escalar el proceso, asi como
evaluar su aplicacién en distintos sustratos
agroindustriales. Es  crucial  continuar
desarrollando estrategias mas eficientes para
la produccion de enzimas, con el objetivo de
fortalecer su uso en la industria biotecnoldgica
y mejorar los procesos productivos.
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