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Resumen

La fermentacién en estado sélido (FES) se ha consolidado como una estrategia biotecnolédgica
sostenible y econdmicamente viable para la produccion de enzimas de alto valor agregado. En este
estudio se evalué la produccion de invertasa por Neurospora crassa, utilizando aserrin de pino como
soporte natural en condiciones de FES. Se analizaron parametros fisicoquimicos como la
concentracion de sacarosa como sustrato, el contenido de humedad, la temperatura de incubacién,
el tamafio de in6culo y la ausencia de sacarosa, sobre la produccién de invertasa. N. crassa fue
capaz de asimilar concentraciones altas de sacarosa (30-120 g/L), con una mayor produccién de
invertasa (29.59 + 0.04 U/mL) a 30 g/L. La humedad inicial del cultivo a 65 % y la temperatura de
incubacion de 35 °C, afectaron de manera positiva la produccion de la enzima invertasa (64.03 +
5.70 U/mL y 168.23 + 1.05 U/mL, respectivamente). Ademas, una concentracion de inéculo de 1x107
conidios/mL permitié tener titulos enzimaticos de 146.14 + 11.45 U/mL. Por ultimo, N. crassa fue
capaz de utilizar el aserrin como soporte natural y sustrato para la FES, con una produccién
enzimatica de 142.37 + 0.11 U/mL, lo que sugiere que la composicion quimica del aserrin
proporciona una fuente alternativa de carbono suficiente para sustentar el metabolismo flungico.
Estos hallazgos destacan el potencial de la FES como una plataforma biotecnolégica ecoldgica y
econdémicamente ventajosa para la biosintesis de enzimas, contribuyendo a la valorizaciéon de
residuos agroindustriales lignocelulésicos, y a la optimizacién de los costos de produccion en la
industria enzimatica.

Palabras Claves: Fermentacion en estado sdlido, Neurospora crassa, invertasa, aserrin de pino,
sacarosa.

Abstract

Solid state fermentation (SSF) has been consolidated as a sustainable and economically viable
biotechnological strategy for the production of high value-added enzymes. In this study, the
production of invertase by Neurospora crassa was evaluated, using pine sawdust as a natural support
under SSF conditions. Physicochemical parameters such as sucrose concentration as substrate,
moisture content, incubation temperature, inoculum size and absence of sucrose were analyzed on
the production of invertase. N. crassa was able to assimilate high sucrose concentrations (30-120
g/L), whit higher invertase production (29.59 + 0.04 U/mL), at 30 g/L. Initial culture humidity at 65 %
and incubation temperature of 35 °C positively affected invertase enzyme production (64.03 + 5.70
and 168.23 £+ 1.05 U/mL, respectively). Furthermore, an inoculum concentration of 1x107 conidios/mL
resulted in enzyme titers of 146.14 £ 11.45 U/mL. Finally, N. crassa was able to utilize sawdust as a
natural support and substrate for SSF, whit an enzyme production of 142.37 + 0.11 U/mL, suggesting
that the chemical composition of sawdust provides an alternative carbon source sufficient to sustain
fungal metabolism. These findings highlight the potential of SSF as an environmentally friendly and
economically advantageous biotechnological platform for enzyme biosynthesis, contributing to the
valorization of lignocellulosic agroindustrial residues and optimizing production costs in the enzyme
industry.
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Introduccion

La fermentacion en estado sdélido (FES) se
define como el crecimiento de
microorganismos en ausencia de una fase
acuosa libre. Este proceso representa una
alternativa eficiente a la fermentacion en
estado liquido (FEL) para la sintesis de
productos de alto valor agregado, ya que
ofrece algunas ventajas sobre la FEL. Estas
ventajas incluyen una menor represion
catabdlica e inhibicion por sustrato (Aguilar et
al., 2001, Salgado-Bautista et al., 2020), la
cantidad de agua disponible en el sistema,
menor protedlisis, mayores rendimientos
enzimaticos y productividades volumétricas
asi como productos mas estables y bajos
costos de produccion (Viniegra-Gonzalez et
al.,, 2003; Volke-Sepulveda et al., 2016;
Dobrev et al., 2018). Tanto bacterias como
hongos pueden desarrollarse en sustratos
so6lidos, aunque los hongos filamentosos son
los microorganismos mejor adaptados a este
tipo de cultivo. Estos microorganismos son
usados para producir algunas proteinas y
enzimas industriales como  celulasas,
pectinasas, proteasas, lipasas, inulinasa e
invertasa, entre otras (Aguilar et al., 2002;
Alves et al., 2013; Guerrero-Urrutia et al.,
2021; Singh et al., 2021; Kumar et al., 2023;
Zheng et al.,, 2020), asi como metabolitos
secundarios incluidos la penicilina y la
cefalosporina (Fierro et al.,, 2022). En
particular, Neurospora crassa es un hongo
filamentoso de rapido crecimiento, cuyo
micelio puede expandirse a una velocidad de
4 mm/h a temperaturas de 30 a 32 °C, y ha
cobrado interés por su capacidad para crecer
tanto en FEL como en FES. Se ha reportado
la relacién de enzimas y genes de N. crassa
(Beadle & Tatum, 1941), asi como su
capacidad de producir diversas enzimas
hidroliticas en FES como; amilasas a partir de
residuos de café (Murthy et al, 2009),
celulasas y hemicelulasas a partir de paja y
salvado de trigo (Dogaris et al., 2009),
proteasas a partir de pulpa de soja (Volke-
Sepulveda et al., 2016) y lipasas a partir de
harina de mostaza (Arooj et al., 2023).
Alhomodi et al. (2022), demostraron que la
produccion de B-glucosidasa y celulasa con N.
crassa cultivado en FES con semilla de canola
fue mayor que la obtenida en FEL.

Entre las enzimas producidas por Neurospora

crassa se encuentra la invertasa (EC
3.2.1.26), la cual cataliza la hidrdlisis de la
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sacarosa en glucosa y fructosa (Nadeem et
al., 2015). Su uso es ampliamente reconocido
en las industrias farmacéutica y alimentaria,
especialmente en la produccion de confiteria,
incluyendo chocolates, bombones, miel
sintética, mermeladas y otros productos
similares  (Ashokkumar et al.,, 2001).
Asimismo, la invertasa es utilizada en la
fabricacién de edulcorantes artificiales y en la
industria cervecera (Manoochehri et al,
2020). Algunas invertasas con actividad
fructosiltransferasa pueden aplicarse en la
producciéon de fructooligosacaridos (FOS),
azucares con propiedades prebidticas. La
invertasa también se utiliza en la produccion
de miel artificial, agentes plastificantes
utilizados en cosméticos, medicamentos vy la
industria papelera. Recientemente, la enzima
también ha encontrado aplicacion en la
construccion de electrodos para la deteccién
de niveles de sacarosa (Lazar et al., 2011) y
en la conversién de celulosa a acido itacénico
(Zhao et al., 2018). En general, las invertasas
fungicas han atraido la atencion de diferentes
sectores industriales debido a su potencial
biotecnoldgico (Alhomodi et al., 2022; Roche
et al., 2014).

La fermentacién en estado sdlido ha cobrado
gran relevancia en la produccién de enzimas
debido a sus ventajas propias, tales como un
menor costo y un mayor rendimiento en
comparacién con los métodos convencionales
(Ohara et al., 2015). En particular, el uso de
residuos agroindustriales como sustrato ha
despertado un gran interés debido a su
disponibilidad y bajo costo. En este contexto,
el presente estudio tuvo como objetivo evaluar
la produccién de invertasa por Neurospora
crassa bajo diferentes condiciones de cultivo
s6lido, utilizando aserrin como soporte
natural.

Materiales y Métodos

Microorganismo y condiciones de cultivo

Se empledé el microorganismo Neurospora
crassa FGSC#9717 (Amus-51::bart; mat A
his-3), el cual se inoculdé 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
cultivos se incubaron a 30 °C por 4 dias. Los
conidios se recuperaron con 30 mL de Tween
80 estéril al 0.01 % (v/v). Posteriormente, se
utilizaron 500 mL de la suspensién de conidios
para inocular matraces Erlenmeyer de 250 mL
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que contenian 50 mL de medio Vogels con 1.5
% de sacarosa y 1.5 % de agar. Después de
4 dias a 30 °C, se recolectaron los conidios
que fueron utilizados como inéculo para los
cultivos en la fermentacién en estado sélido
(FES).

Fermentacion en Estado Sélido (FES)

Se utilizé aserrin de pino (tamafio de particula
de 2.38-1.19 mm) el cual se lavo dos veces
con agua caliente de grifo, seguido de dos
enjuagues con agua destilada.
Posteriormente, se seco a 60 °C y se empled
como soporte soélido para la FES. La
composicion del medio base fue (g/L):
sacarosa, 15; NasCeHs07-:5H20, 30; KH2PO4
(anhidro), 50; NHsNOs (anhidro), 20;
MgSO4-7H20, 2; CaClz2-2H20, 1. Ademas, se
anadié 1 mL de solucion de elementos traza,
0.5 mL de soluciéon de biotina y 1 mL de
cloroformo. Tanto el soporte como el medio de
cultivo se esterilizaron durante 15 min a 121
°C. Los matraces Erlenmeyer (250 mL) con 10

Recuperacion de la proteina extracelular

La proteina extracelular se recupero
adicionando 100 mL de agua destilada a cada
matraz, enseguida se agité en vortex por 5 min
y después el contenido de cada matraz se
filtré al vacio (Whatman 41). La concentracion
de proteina en los extractos crudos se
determindé de acuerdo con lo reportado por
Mora-Pérez et al. (2024). Los extractos
proteicos se almacenaron a -20 °C para su
posterior analisis. Todas las determinaciones
se realizaron por triplicado.

Andlisis de actividad enzimatica

Las pruebas enzimaticas se realizaron sobre
los extractos proteicos crudos. La mezcla de
reaccion contenia 0.02 mL de extracto de
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g de aserrin seco se humedecieron con 15 +
1 mL de medio de cultivo inoculado (1x107
conidios por mL), obteniendo un contenido de
humedad inicial del 60 %. Se hizo un estudio
para FES (Fig. 1) a 30 °C con sacarosa a 30,
45, 60, 90 y 120 g/L. Después, se hicieron
cultivos con 15 g/L de sacarosa y se evaluaron
condiciones de humedad inicial de 55 y 65 %,
con una temperatura de cultivo de 30 °C. Asi
mismo, cultivos con 30 g/L de sacarosa y un
contenido de humedad inicial de 60 % fueron
incubados a 25 y 35 °C, evaluando asi el
efecto de la temperatura sobre la produccion
enzimatica. Posteriormente, se hicieron FES
con 30 g/L de sacarosa y tres niveles de
inoculo (1x108, 1x107 y 1x10® conidios por
mL), con una humedad inicial del 60 % y una
temperatura de cultivo de 30 °C. Finalmente,
se llevé a cabo un estudio comparativo
empleando el medio de cultivo con (15 g/L) y
sin sacarosa, para evaluar su impacto sobre el
crecimiento y la produccioén de invertasa.

Figura 1. FES de Neurospora crassa.

proteina y 0.180 mL de sacarosa 0.1 M. La
mezcla de reaccién se incubé a 50 °C durante
15 min (Guerrero-Urrutia et al., 2021) y la
reaccion se detuvo afadiendo 0.3 mL de acido
3,5-dinitrosalisilico (DNS). Los azucares
reductores (AR) liberados se cuantificaron de
acuerdo con Miller et al. (1960). Una unidad
de actividad invertasa se defini6 como la
cantidad de enzima necesaria para liberar 1
pumol de AR por minuto, bajo estas
condiciones de estudio. Todas |las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Determinacién de azucares totales, pH y
humedad.

La concentracion de azlucares totales se
determind por el método de DuBois (1956).
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Los valores de pH se midieron mediante

potenciometria (PHS-3BW, BANTE
Instruments) y el contenido de humedad
(datos no mostrados) se cuantific6 con una
termobalanza (MB45, OHAUS). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Resultados y discusion

Efecto de la concentracion de sustrato en la
FES sobre la producciéon enzimatica

La produccioén de invertasa por fermentacion
en medio sodlido fue evaluada utilizando
Neurospora crassa en presencia de diferentes
concentraciones iniciales de sacarosa y un
tiempo de cultivo de 120 h. Bajo estas
condiciones de estudio, se presentd un
consumo de sustrato de entre 72 y 88 %. Los

30
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Actividad invertasa (U/mL)
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mejores titulos de actividad enzimatica se
obtuvieron a concentraciones extremas de
sacarosa de 30 y 120 g/L, con valores de
29.59 + 0.04 y 23.92 + 0.31 U/mL de extracto
enzimatico (Fig. 2) y una actividad especifica
de 739.67 + 0.02 y 598.06 + 0.16 U/mg,
respectivamente. Este comportamiento podria
sugerir que la produccion de invertasa en
Neurospora crassa bajo condiciones de
fermentacién en medio solido responde a la
disponibilidad de sustrato de manera dual: a
bajas concentraciones de sacarosa, el hongo
incrementa la sintesis de invertasa para
facilitar el acceso a la fuente de carbono;
mientras que, a concentraciones elevadas, la
elevada presencia del sustrato podria inducir
una produccién adicional de la enzima para
gestionar eficientemente su metabolismo.

120

Sacarosa inicial (g/L)

Figura 2. Produccién de invertasa de N. crassa cultivada en condiciones de FES a diferentes concentraciones iniciales de

estos resultados con los
obtenidos por Mora-Pérez etal. (2024),
empleando el mismo microorganismo,
sustrato y soporte en FES, se observd una
diferencia importante en la actividad
enzimatica en funcién de la concentracion de
sacarosa y del tiempo de cultivo. De acuerdo
con dicho estudio, al emplear una
concentracion de sacarosa del 3 % obtuvieron
una actividad enzimatica de 10 U/mL, la cual
se incrementd a 14 U/mL con 5 % de
sacarosa, pero en un menor tiempo de cultivo
(30-35 h). En contraste, en este estudio, al
aumentar la concentracion de sustrato a 4.5
%, la actividad disminuy6 a 12.74 + 0.05 U/mL,
lo que difiere del patrén observado en el
estudio de Mora-Pérez et al. (2024), pero no
asi en los titulos de actividad invertasa. Este
patron contrasta también con lo reportado

Al comparar
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sacarosa.

para otros hongos filamentosos, como por
ejemplo en un estudio empleando Aspergillus
brasiliensis (Guerrero-Urrutia et al., 2021) en
FES se observd que al aumentar la
concentracion de sacarosa de 20 a210 g/L en
el medio de cultivo, la actividad invertasa
también aumenté de manera proporcional
(41.69 £ 3.6 U/mL), lo cual concuerda con la
evidencia de que la FES reduce la represion
de catabolitos y la inhibicién de sustrato,
permitiendo una mayor produccion de
enzimas en comparacion con la FEL (Aguilar
et al., 2002). Esta diferencia podria atribuirse
a particularidades metabdlicas y regulatorias
propias de N. crassa, incluyendo mecanismos
especificos de deteccion y utilizacion de
carbohidratos, asi como su fisiologia asociada
al crecimiento en medios solidos. Estudios
adicionales enfocados en la regulacion génica
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y la cinética metabdlica de N. crassa en
sistemas de FES, permitirian esclarecer estos
mecanismos y optimizar las condiciones de
fermentacién para maximizar la produccion de
invertasa.

Efecto del contenido de humedad inicial sobre
la produccién enzimatica

El contenido de humedad del sustrato es
esencial para el crecimiento de
microorganismos durante el proceso de FES.
El nivel de humedad en los procesos
fermentativos  cumple  funciones  muy
importantes, como disolver homogéneamente
los nutrientes del medio y facilitar su acceso a
la célula, ademas de disolver los productos del
metabolismo cuando se excretan al medio
(Carrasco et al., 2003). Un menor contenido
de humedad reduce la solubilidad del sustrato
y los nutrientes, mientras que la aglomeracién
de particulas ocurre con un mayor contenido
de humedad, lo que reduce aun mas la
transferencia de oxigeno (Ohara et al., 2015).
Cuando el contenido de humedad es muy alto,
disminuye la porosidad del sustrato y el
volumen de gas entre las particulas, lo que
dificulta su efecto intercambiante y aumenta el
riesgo de contaminacién bacteriana (Carrasco
et al., 2003). Tipicamente, la humedad 6ptima
para el crecimiento de cepas de hongos en
FES esta en el intervalo de 50-70 % p/p
(Dobrev et al., 2018). Por tal motivo, se
establecieron dos condiciones de humedad:
55 % y 65 %, empleando sacarosa como
sustrato al 1.5 %, un inéculo de 1x107
esporas/mL de medio de cultivo, a un pH de 6
y una temperatura de incubacion de 30 °C.

Al final de las FES, el contenido de humedad
para ambas condiciones disminuyé en
promedio un 20 %, mientras que la actividad
enzimatica aumenté en ambos casos, como
se observa en la Figura 3. En esta condicion
(55 % humedad), tggs 96 h de fermentacion se

—e—55 %
—e—65 %
60

40

Actividad invertasa (U/mL)

20

o] 24 48

consumio el 78.36 + 1.14 % del sustrato inicial,
obteniendo 0.07 + 0.01 mg/mL de proteina
extracelular, una maxima actividad enzimatica
de 43.39 + 262 U/mL y una actividad
especifica de 619.87 + 1.32 U/mg. Mientras
que para un 65 % de humedad inicial en la
FES, el sustrato consumido fue del 93.1 £ 0.67
%, con una concentracibn de proteina
extracelular de 0.12 + 0.01 mg/mL, una
actividad enzimatica de 64.03 £ 5.70 U/mL y
con una actividad especifica de 533.61 + 2.86
U/mg. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Guerrero-Urrutia et al. (2021),
en donde observaron que los cambios
iniciales en el contenido de humedad no
afectaron de manera negativa el crecimiento
fungico ni la produccién de enzimas. En
contraste, cuando se presenta un aumento en
la humedad con respecto a la inicial, se
generan condiciones desfavorables, como es
el caso de un estudio con Trichoderma viride
(Carrasco et al., 2003), en donde la humedad
inicial (70 %) se elevdo debido a la
condensacion dentro del biorreactor. Como
resultado, la produccion de las enzimas endo
y exo 1,4-B-glucanasa a las 72 h de cultivo
disminuyé  (3.5077 'y 0.6067 U/mL,
respectivamente). Esto indica que cada
microorganismo tiene un intervalo 6ptimo de
humedad, y sobrepasarlo puede afectar
negativamente el crecimiento y la produccion
de enzimas. Es importante resaltar que en los
procesos de FES Ila concentracion de
producto basado en la masa del soporte inerte
puede ser un criterio de disefio y sélo ocurre
con soportes con una alta relacion de
capacidad de retencién de agua y contenido
de humedad critica (WHC/CMC) (Mora-Pérez
et al.,, 2024) y el aserrin, a diferencia de la
espuma de poliuretano (PUF) por ejemplo,
tiene una CMC baja.

72 96 120

Tiempo (h)

Figura 3. Cinética enzimatica de N. crassa cultivada en FES a diferentes porcentajes de humedad inicial.
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Efecto de la temperatura de la FES sobre la
produccion de invertasa

La temperatura es un factor importante que
rige el crecimiento microbiano. Cada
microorganismo crece en un intervalo de
temperatura particular, produciendo
metabolitos secundarios y enzimas (Perwez &
Asheh, 2024). En este sentido, se evaluo el
efecto de la temperatura de cultivo (25 y 35
°C) sobre la produccioén de invertasa en FES.
Independientemente de la temperatura, la
produccién de invertasa aumenté (Figura 4)
hasta alcanzar un valor maximo de 96.58 +
10.24 U/mL al cabo de 96 h, con una
concentracion de proteina extracelular de 0.07
1+ 0.03 mg/mL y una actividad especifica de
1379.75 + 5.14 U/mg, para la temperatura de
cultivo de 25 °C. Mientras que, cuando la
temperatura de cultivo fue de 35 °C se
presentd una produccion enzimatica de
168.23 + 1.05 U/mL a las 72 h, con una
concentracion de proteina extracelular de
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0.06+£0.009 y una actividad especifica de
18692.60 + 0.53 U/mg. Mora et al en 2024
llevd a cabo un estudio con Neurospora
crassa bajo las mismas condiciones a una
temperatura de cultivo de 30 °C y 25 h de
cultivo y reportaron una produccién de
invertasa de 1.89 y 2.79 veces mas baja que
lo encontrado en este estudio a 24 h de
cultivo. Este comportamiento coincide
también con lo observado por Rodriguez et al.
(2012), quienes encontraron que la
produccion de lipasas por Rhizopus
microsporus aumentd al aumentar la
temperatura de cultivo hasta 35 °C. En otro
estudio en condiciones similares empleando
Aspergillus brasiliensis ATCC 9642 y agrolita
como soporte (Guerrero-Urrutia et al., 2021),
se reportd una produccion de invertasa de
41.69 £ 3.60 U/mL. Esto evidencia que la
regulacion  térmica juega un papel
determinante en la actividad metabdlica de los
hongos.

72 96 120

Figura 4. Cinética enzimatica de N. crassa cultivada en FES a diferentes temperaturas de cultivo.

Efecto del tamario de indculo sobre la
produccién de invertasa

Otro factor determinante en los procesos de
fermentaciéon en estado sélido es el tipo y
tamafio de indculo, asi como la estrategia de
inoculacién utilizada (Perwez & Asheh, 2024).
En este estudio, se evaluaron tres niveles de
inéculo (1x108, 1x107 y 1x10® conidios/mL).
Para el nivel mas bajo de inéculo, la maxima
actividad enzimatica fue de 77.72 + 3.23 U/mL
(Fig. 5) con una concentracidon de proteina
extracelular de 0.058 + 0.0015 mg/mL y una
actividad especifica de 1340.01 £ 1.62 U/mg.
Mientras que, con los dos niveles de in6culo
mas altos, la produccion enzimatica aumento
2 veces (146.14 + 11.45y 143.74 £ 5.91 U/mL,
respectivamente) asi como la concentracién
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de proteina extracelular (0.079 + 0.0092 y
0.109 £ 0.0126 mg/mL, respectivamente) y la
actividad especifica (1849.84 + 5.73 y 1084.34
+ 296 U/mg, respectivamente). Estos
resultados coinciden con lo reportado en la
literatura, donde se ha observado que un
tamano de inéculo pequefio conduce a una
menor densidad celular inicial, lo que retrasa
el aprovechamiento eficiente del sustrato vy,
por lo tanto, la produccién del metabolito de
interés. Por el contrario, al aumentar el
tamafio del indculo, se favorece una
colonizacion mas rapida. Sin embargo,
cuando el in6culo excede cierto umbral,
pueden presentarse limitaciones en la
transferencia de masa y una reduccién en la
actividad metabdlica, lo cual explica por qué el
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mayor nivel de inéculo no generd un aumento
en la produccion enzimatica (Perwez & Asheh,
2024). Asi mismo, en este estudio se logré
aumentar 29.23 veces la produccién de
invertasa por Neurospora crassa, en
compararcion con un reporte con el mismo
microorganismo empleando PUF (5 U/mL)
(Mora-Pérez et al., 2024). En condiciones
similares, un estudio sobre la produccién de
invertasa con Aspergillus niger LBA 02 (Ohara
et al., 2015) reporté una actividad enzimatica
de 59.04 + 6.21 U/mL a las 72 h de cultivo, con
50 % de humedad inicial, 30 °C y un nivel de
inéculo de 1x107 esporas/gmsi (equivalente a

1.5x10” esporas/gmsi en este estudio). En
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60
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O -
0 24 48

Tiempo (h)

contraste, en el presente estudio, se obtuvo
una produccién de invertasa 2.14 veces
mayor a las 72 h de cultivo, lo que indica una
mejora en las condiciones de produccién. Sin
embargo, como se menciond anteriormente,
un aumento en el tamano del inéculo puede
reducir la actividad metabdlica, lo que sugiere
que 1x10” esporas/mL es un tamafo
adecuado para una mayor produccion de
invertasa, no solo para N. crassa, sino
también para A. niger. Estos resultados
resaltan la importancia de un adecuado ajuste
del in6culo para maximizar la produccion

enzimatica en distintos sistemas de
fermentacion.
//”
72 96 120

Figura 5. Cinética enzimatica de N. crassa cultivada en FES con diferentes concentraciones de in6culo.

Efecto del soporte natural en la FES sobre la
produccién de invertasa

Se evaluod el efecto del aserrin como soporte
natural en FES sobre la produccién de
invertasa, sin interferencias debidas a
inductores como la sacarosa. Para ello se
hicieron FES con y sin sacarosa en el medio
de cultivo. La produccion de invertasa (Fig. 6),
asi como la concentracién de proteina y la
actividad especifica (142.37 £ 0.11 U/mL, 3.31
+ 0.04 mg/mL y 4296 % 0.07 U/mg,
respectivamente) se vieron favorecidas por la
ausencia de sacarosa en el medio de cultivo.
Mientras que, en presencia de sacarosa, tanto
la actividad enzimatica como la actividad
espcifica disminuyeron 1.58 y 1.8 veces,
respectivamente. Sin embargo, la produccion
de invertasa a las 24 h de cultivo con sacarosa
fue 5.2 y 23.4 veces mas alta que lo reportado
por Mora-Pérez et al. (2024), usando aserrin
de pino y PUF, respectivamente. El aserrin de
pino puede ser un modelo de soporte natural
para la produccion de enzimas, ofreciendo
una solucién al problema de la disposicion
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final de estos residuos para minimizar el
impacto negativo al medio ambiente. En la
literatura se destaca que los residuos
agroindustriales  poseen  caracteristicas
fisicoquimicas adecuadas para ser utilizados
como sustratos en  bioprocesos de
fermentacion en estado sdélido. Su
composicién quimica, caracterizada por la
presencia de polisacaridos, constituye una
fuente de carbono clave para el desarrollo
microbiano (Machado & Brieva, 2014). La
informacion disponible sobre este tema
resalta la necesidad de realizar mas estudios
para profundizar en el conocimiento de este
fenémeno. Hasta donde sabemos, no existen
reportes sobre la produccién de invertasa en
FES empleando aserrin de pino como soporte
natural, sin sacarosa como inductor. Por ello,
es recomendable continuar con
investigaciones adicionales que permitan
comprender mejor los mecanismos
involucrados y mejorar las condiciones para
su aplicacion en distintos contextos.
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Figura 6. Cinética enzimatica de N. crassa cultivada en FES con aserrin de pino en presencia y ausencia de sacarosa.

Conclusiones

Neurospora crassa produce invertasa en FES
a diferentes concentraciones de sacarosa. El
aumento en el contenido de humedad inicial,
en la temperatura del cultivo asi como en el
tamafio de in6culo, promueve una mayor
producciéon de invertasa. La ausencia de
sacarosa exogena no afecta negativamente la
biosintesis enzimatica; por el contrario, se
proporciona evidencia de que la FES
constituye una estrategia altamente eficaz
para la produccion de invertasa por N. crassa,
aprovechando el aserrin de pino como soporte
natural. Esta investigacion resalta la
relevancia industrial de la FES como una
alternativa escalable y sostenible a la SmF. La
reutilizacion de residuos agroindustriales
como sustratos en la produccion enzimatica
no solo reduce los costos de fabricacion, sino
que también se alinea con los principios de la
bioeconomia circular y la valorizacién de
desechos. Es necesario enfocarse en el
estudio de los mecanismos moleculares y
regulatorios subyacentes a la biosintesis de
invertasa en N. crassa bajo condiciones de
FES, asi como en la mejora del proceso a
través de la ingenieria metabdlica y el disefio
de biorreactores. Estos avances podrian
potenciar aun mas la eficiencia y la
aplicabilidad de las enzimas producidas
mediante FES en la industria alimentaria,
farmacéutica y de biocombustibles.
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