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Resumen

Se analiza el metabolismo de Aspergillus niger A10 creciendo sobre una placa de agar, utilizando un modelo estructurado que
describe a las rutas de la glicélisis (EMP), pentosa-fosfatos (PF), el ciclo de los dcidos tricarboxilicos (CAT), y la produccién de
biomasa, e incluye la regulacién de diferentes enzimas en EMP y CAT en términos de las concentraciones de dcido citrico y ATP
en el micelio. Las predicciones del modelo se apoyan en una serie de experimentos con diferentes concentraciones de glucosa
en el medio sélido, asi como mezclas binarias de sustratos como fuentes de carbono. Ademds de las mediciones de biomasa,
el CO, producido y el O, consumido se miden en una caja Petri modificada. Se utiliza el concepto de disipabilidad de energia
(Atkinson, 1969), para analizar la eficiencia del crecimiento a concentraciones de glucosa inicial en la placa de agar que van de
252250 gL'

Palabras clave: metabolismo de Aspergillus niger, sustrato s6lido, modelo estructurado, rutas metabdlicas,
mediciones de biomasa, CO, y O, caja Petri modificada.
Abstract

The metabolism of Aspergillus niger A10 growing on agar plates is analyzed using a structured model that includes the pathways
for glicolysis (EMP), pentose-phosphate (PP), the Krebs cycle (TCA), and mycelial biosynthesis; and takes into account enzyme

regulation in EMP and TCA either due to low or high levels of citrate and ATP in cytosol. Model predictions are supported by a
series of experiments measuring mycelial growth under different glucose concentrations in the agar plates, as well as the use of
a two-carbon sources mixtures. Besides measurements of biomass, CO, production and O, consumption were also continuously
measured in the gas-phase of a modified Petri dish. Atkinson’s energy charge (1969) concept is used to analyze the growth
efficiency under increasing glucose concentration in the agar plates in the range: 25 to 250 gL',

Keywords: Aspergillus niger metabolism, structured model, continuous measurements of CO, and O,, modified
Petri dish, biomass growth on solid substrate.

1 Introduccion citrico a nivel industrial por cultivo liquido. Se ha

observado que se obtiene un alto rendimiento de 4cido
El hongo Aspergillus niger (A. niger) produce citrico cuando existe una alta acumulacién de éste
diversos compuestos de gran intéres para las industrias en el micelio, que puede estar asociada con una alta
farmacéutica y de alimentos (enzimas, 4acidos concentracion de glucosa y de oxigeno disuelto en el

organicos), y es el principal productor de acido
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medio liquido (Papagianni, 2007; Wolschek y col.,
1999). Sin embargo, no es posible conocer atin todos
los factores ambientales y fisiolégicos que originan
esta acumulacién, ni saber como estos determinan la
morfologia del micelio, la cual podria, en principio,
usarse como un indicador del nivel de produccién del
acido, al realizar mediciones del didmetro promedio
de las madejas formadas por las hifas en el medio
liquido, que se cree corresponden a un medio con
altas concentraciones de glucosa, O, y 4cido citrico,
antes de que la difusién de sustrato y O, sea deficiente
cuando la madeja alcance un tamafio critico, de
acuerdo con el criterio de Thiele (Thiele, 1939;
Hellendoorn y col., 1998).

Por otro lado, puede ser mas facil estudiar la
morfologia y fisiologia de A. niger en un medio sélido,
y determinar el efecto de los diferentes nutrientes y de
la concentracién inicial de glucosa, ya que no existe
la limitacién del O, del aire. Sin embargo, es muy
dificil realizar estudios dindmicos en este sistema, ya
que no es posible lograr cambios rapidos en la entrada
al sistema como en el caso de un cultivo liquido,
ya que en éste no se presenta el proceso difusivo de
nutrientes y sustrato como en un medio sélido. De
estudios en medios sélidos se ha observado que los
valores promedio de la longitud y del didmetro de
las hifas distales varfan en relacién inversa con la
concentracion inicial de glucosa (Larralde-Corona y
col., 1997; Reyes Ocampo, 2006), aunque es dificil
diferenciar entre hifas aéreas, superficiales, y las que
penetran la placa de agar (Rahardjo y col., 2005).
Esto hace muy dificil obtener un modelo confiable
que describa la morfologia de A. niger y permita
predecir la produccién de acido citrico, ya sea éste
modelo de tipo logistico, Monod o una combinacién
de ellos (Reyes Ocampo, 2006), que hasta ahora
han sido usados para describir el crecimiento de la
longitud promedio del micelio y su relacién con la
produccién de 4cido citrico usando un modelo de
tipo Luedeking-Piret (Luedeking y Piret, 1959). Ya
que en un medio sélido el transporte de masa se da
por la difusién de los diversos nutrientes a través de
éste, los experimentos realizados no permiten conocer
facilmente el papel que juegan otros factores, como
la concentracién de diversos metales (Mn, Mg), de
otras fuentes de carbono y del pH, por la dificultad
de medir estas variables en el medio sélido durante el
crecimiento, lo que no sucede en un medio liquido.

En el crecimiento en estado sélido, normalmente
sobre una placa de agar en una caja Petri, es fécil
medir la cantidad de biomasa producida para diversas
concentraciones iniciales de glucosa, pero no es facil

la determinacién de los productos excretados, como
en un medio liquido, por lo que solo se obtiene un
conocimiento limitado acerca del metabolismo de A.
niger. A la fecha, los estudios realizados en sustrato
s6lidos no han incorporado ninguna informacién
basada, por ejemplo, en el conocimiento de las
rutas metabdlicas de este microorganismo, lo que nos
permitiria describir el crecimiento de A. niger de una
forma menos empirica, y tal vez facilitaria el andlisis
de los diversos procesos bioquimicos y ambientales
que determinan el metabolismo de A. niger, asi como
la produccién de acido citrico y otros metabolitos.

En este trabajo se estudia el crecimiento de A.
niger sobre un sustrato sélido (agar y nutrientes)
en caja Petri, midiendo la biomasa a lo largo del
proceso, y esto se complementa con experimentos
independientes donde se mide, de forma continua,
el O, y CO; en la fase gaseosa en una caja Petri
modificada (CPM), al incorporar detectores para la
medicién en linea de estos gases, que sabemos estin
relacionados directamente con el metabolismo de A.
niger. Adicionalmente, se analiza su crecimiento
con base en un modelo simplificado de las rutas
metabdlicas de este microorganismo, lo que nos
permitira estudiarlo como un sistema abierto, y medir
su respuesta a cambios controlados en algunas de las
variables que determinan el crecimiento y produccién
de metabolitos. Ya que el proceso de crecimiento
ocurre en contacto con un medio sélido y un medio
gaseoso, la cinética de crecimiento estd acoplada
a los fenémenos de difusion de masa en ambos
medios, y estos procesos se incorporan en un modelo
de difusién-reacciéon. Sin embargo, el modelo no
incluye la descripcién de la morfologia del micelio, ya
que esto resulta demasiado complicado en el estudio
que aqui se presenta, debido a la diferenciacién
de funciones que existen en el micelio durante su
crecimientos.

La red metabdlica publicada para A. niger, estd
constituida por 1190 reacciones y 1045 metabolitos,
distribuidos en tres compartimentos: extracelular,
citoplasmético y mitocondrial (Anderser, 2008;
Andersen y col., 2008) sin embargo, es realmente
imposible poder medir simultineamente a todas estas
especies o conocer en detalle el funcionamiento
regulatorio de las diversas enzimas, por lo que
aqui se utiliza un esquema muy simplificado, que
sin embargo toma en cuenta las principales rutas
metabdlicas que conforman la red (Schmidt, 1999),
y contiene la informacién necesaria para describir
cualitativamente a los experimentos realizados. Para
obtener informacién del metabolismo de A. niger
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como un sistema biolégico abierto, es importante
conocer como se lleva a cabo la asimilacién de
diversas fuentes de carbono (glucosa, glicerol), y
cuando a una de éstas se les adiciona alguno de
los metabolitos que se sabe son excretados al medio
durante el crecimiento del microorganismo (4cidos
citrico y oxdlico). El estudio se realiza entonces
comparando las mediciones de consumo de oxigeno
y produccién de CO; en la fase gaseosa en la CPM,
simultineamente con las mediciones de peso seco de
la biomasa producida en la caja Petri, analizando las
respuestas de los diversos experimentos realizados, y
comparandolas con las predicciones del modelo.

2 Materiales y métodos

Uno de los problemas en el estudio de hongos
filamentosos creciendo en un sustrato sélido es la
medicidn de la biomasa, ya que como se observé en
este trabajo, el micelio se adhiere y penetra a la matriz
solida, dificultando su separacién. Para resolver este
problema normalmente se coloca una hoja de celofan
sobre la superficie del agar, para facilitar la separacion
del micelio del soporte sélido, posteriormente esta
se seca y se obtiene el peso de biomasa seca, sin
embargo esta prictica tiene una influencia importante
en el crecimiento del hongo, como se reportard en un
siguiente trabajo.

2.1 El microorganismo de estudio

En este trabajo se emplea Aspergillus niger A10 de la
coleccién de la Universidad Auténoma Metropolitana-
Iztapalapa. La conservacién de la cepa se lleva a
cabo haciendo crecer hasta la esporulacién un cultivo
de esporas de ésta cepa en un medio sélido de Papa-
Dextrosa-Agar (PDA) a una temperatura controlada
de 30°C. Al cabo de cinco dias de crecimiento, se
cosecharon las esporas de la superficie de la colonia
con un agitador magnético en una solucién Tween
0.1%(v/v). De la suspension obtenida se tomé una
concentracion de esporas que se afiadieron a un
recipiente con un medio adecuado para el crecimiento
del microorganismo. Una vez que el hongo esporuld,
se afadi6 glicerol previamente esterilizado.  El
recipiente se conservan en refrigeracién (5 -10°C),
obteniéndose una cepa con viabilidad de un afio.

2.1.1 Preparacion del inéculo

Se deposité un volumen pequefio de la suspension
de esporas en la superficie de un medio PDA. De
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aqui se obtiene un cultivo que, después de 5 dias de
incubacién a 30°C, ya ha esporulado. Las esporas se
recolectaron con un asa de siembra y se almacenaron
en una soluciéon Tween 0.1%(v/v). La concentracién
de esporas se ajusté a 1 x 10° esporas, utilizando para
esto una cdmara de Neubauer.

2.1.2 Medio de cultivo

Este consisti6 en 10 gL' de glucosa; 0.98
gL_l (NH4),S04; 0.5 gL_l, KH,PO4; 0.6 gL_l
MgSO4e7H,0; 0.1 gL’1 extracto de levadura;
2.0 mL™" solucién de oligoelementos: 2.5 gL'
FeSO407H,0; 11.0 gL‘1 ZnSO4e7H,0; 0.8 gL‘1
CuSO4e5H,0; 2.15 gL.™' MnSO,eH,0; 5.5 gL~!
H;3;BO;; 0.55 gL' (NH4)¢Mo70,404H,0; 25 gL~!
NaEDTA; 0.80 gL™! CoCl,e5H,0. El medio se
esteriliz0 durante 20 minutos a 121°C. En la
preparacién del medio de cultivo se agregd sulfato
de amonio, suficiente para obtener una relacién C/N
de 12. Se agregd una concentracién de elementos
traza para evitar limitaciones de estas especies durante
el crecimiento del hongo. Para los experimentos a
diferentes concentraciones de glucosa, la proporcion
de los otros componentes varié dependiendo su
relacién con la glucosa inicial.

2.2 El sistema experimental

Para llevar a cabo la evaluacion de los cambios en la
produccién de CO; y el consumo de O, durante el
crecimiento de A. niger, se construyd una caja Petri
modificada (CPM) de vidrio, de 12.5 cm de diametro
y 5 cm de altura, como se muestra en la Fig. 1.
La tapa de la CPM soporta a los dos electrodos de
mediciéon de CO, y O,, y cuenta con un pequefio tubo
adicional (2.0 cm de longitud y 0.3 cm de didmetro)
que permite el intercambio de estos gases con el medio
ambiente externo. Para la medicién del peso seco de
A. niger se utilizan cajas Petri de 9 cm de didmetro
con un volumen aproximado de 35 mL de sustrato
solido, formdndose una placa de 0.6 cm de espesor
sobre la cual se colocé una hoja de celofan que facilité
el desprendimiento y medicién de la biomasa. En los
experimentos con la CPM se utilizé un volumen de
agar con glucosa de 150 mL.

2.2.1 Inoculo

En la inoculacién de las cajas Petri se utilizaron
esporas recién cosechadas, que se depositaron
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Fig. 1. La caja Petri modificada que permite la
medicién en linea del oxigeno consumido y el diéxido
de carbono producido durante el crecimiento de
Aspergillus niger A10.

en el centro de la caja utilizando una punta de
pipeta en un volumen pequefio de la suspension
de aproximadamente 20 ul., obtieniéndose asi una
colonia circular.

2.2.2 Medicion del peso seco.

Las esporas inoculadas en la caja Petri crecieron
durante 5 dias a una temperatura constante de 30°C.
Para la medicién del peso seco de la biomasa, se
inoculé la misma concentraciéon de esporas sobre la
hoja de papel celofan en 15 cajas Petri que contenian al
medio de cultivo. A diferentes tiempos se removié la
hoja de celofan conteniendo al micelio de la superficie
del agar, lo que permitié medir a la cantidad de
biomasa a diferentes tiempos, para cada condicién del
medio de cultivo. La hoja de papel celofdn, que habia
sido previamente tratada y pesada, y que contiene al
micelio, se secO en una estufa a 60°C durante 24 horas,
para después ser almacenada en un desecador por una
noche y ser pesada en la balanza analitica. EI peso
seco de la muestra se obtuvo de la diferencia del peso
seco y el resultado se reporta como gramos de peso

seco de biomasa.

2.2.3 Ensayos analiticos

La medicién continua de la produccién de CO, y del
consumo de O, durante el crecimiento de A. niger, se
realizé utilizando sensores Vernier para estos gases.
El sensor de CO, mide los niveles de este gas en el
intervalo de 0 a 10,000 ppm (ajuste de rango bajo) o
de 0 a 100,000 ppm (ajuste de rango alto), controlando
la cantidad de radiacién infrarroja absorbida por las
moléculas de diéxido de carbono. El sensor de O,
mide la concentracién de este gas en el intervalo de
0 a 27% en mol utilizando una celda electroquimica
que contiene un dnodo de plomo y un citodo de oro
en un electrolito. Las moléculas de oxigeno que
entran en la celda se reducen en el catodo de oro; esta
reaccién genera una corriente que es proporcional a
la concentracién de oxigeno entre los electrodos. FEl
registro de los datos en linea se llevé a cabo usando la
interfase LabPro y el software LoggerPro de Vernier.

2.3 Diseiio experimental

Los experimentos realizados tuvieron como objetivo
obtener informacién acerca del metabolismo de A.
niger cuando se utilizan diversas fuentes de carbono,
que son adicionadas al agar que contiene a una
cantidad constante de glucosa, asi como cuando
aquellas son la tnica fuente de carbono, midiéndose
el peso seco de biomasa, la produccién de CO, y
el consumo de O, durante el crecimiento. Primero
se compara la produccién de biomasa utilizando
diferentes concentraciones de glucosa, como tnica
fuente de carbono, con el objeto de analizar el
mecanismo de asimilacién por el hongo, y saber si
existe alguna limitacién por inhibicién. Luego, se
llevan a cabo cuatro experimentos en los que se miden
la biomasa, el CO, producido y el consumo de O,
para una concentracién inicial de 25 gL' de glucosa
como tnica fuente de carbono en el agar, y en los
tres restantes se adicionan en cada uno: 5 gL~!' de
cido oxdlico, 5 gL' de 4cido citrico y 5 gL™! de
glicerol: obteniéndose asi tres mezclas binarias con
diferente nimero de moles de segundo metabolito para
la misma cantidad de glucosa inicial y otros nutrientes,
en el mismo volumen de agar en la caja Petri clésica,
donde tnicamente se midi6 el peso seco de la biomasa.
En la CPM se midi6 la evolucién de CO, y O, en
la fase gaseosa para las condiciones anteriormente
descritas. Finalmente se presentan tres experimentos
donde la tnica fuente de carbono fue: 4cido oxélico
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Fig. 2. La red metabdlica simplificada en la que se
basa el modelo estructurado de Aspergillus niger, que
incorpora al ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo
de Krebs (CAT), a la ruta de las pentosas-fosfato (PF),
a la ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) o glicolisis,
y a las reacciones que producen biomasa, que han sido
agrupadas.

(5 gL, 4cido citrico (5 gL™!) y glicerol (5 gL ™),
y nuevamente se midieron el COyy O, en la fase
gaseosa, pero no la cantidad de biomasa.

2.3.1 Andlisis del metabolismo de Aspergillus niger
con un modelo estructurado

Si bien se han desarrollado modelos estructurados
muy sencillos para describir el crecimiento de
una hifa promedio y la produccién de biomasa
(Lépez Isunza y col., 1997), éstos realmente no
tienen ninguna capacidad predictiva para describir
el metabolismo de A. niger durante su crecimiento.
Otros modelos publicados, y que se derivan de
lo originalmente publicado por Trinci (1974),
contemplan el crecimiento en términos de ecuaciones
de tipo Monod o Logistica, usando los denominados
pardmetros morfométricos (Larralde Corona y
col., 1997), en donde los aspectos bioquimicos
relevantes estdn ausentes, asi como en otros trabajos
que por las mismas razones carecen de cualquier
capacidad predictiva y no permiten obtener ningin
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conocimiento fundamental acerca del crecimiento
(Vergara Fernandez y col., 2011). En el otro extremo
estdin los modelos detallados que describen, por
ejemplo, la respuesta transitoria de la ruta pentosa-
fosfato in vivo a cambios en la concentracién de
glucosa en el liquido que alimenta a un cultivo
sumergido con S. cerevisiae (Rizzi, 1997; Vaseghi,
1999), asi como la descripciéon de la dindmica
del metabolismo central del carbono en E. coli
(Chasagnole, 2002). Otros modelos detallados, pero
no directamente relacionados con el de este trabajo,
son publicados por Ramkrishna y col. (2008) y por
Torres y col. (2002). Finalmente, se han utilizado
estrategias de modelos ensamblados que permiten
generar familias de modelos para describir, por
ejemplo, el metabolismo del cancer en células, y que
consideran una red metabdlica como la descrita en
este trabajo (Khazaei y col., 2012), resaltando asi la
relevancia de este tipo de modelos para describir el
metabolismo celular.

El modelo que se utiliza en el andlisis cualitativo
del metabolismo A. niger considera a una pequefia
parte de la red metabdlica (Andersen, 2008), y retine
en un solo compartimento a la gliclisis (ruta de
Embden-Meyerhof-Parnas o EMP), y a la ruta de
las pentosas-fosfato (PF), y se conectan, a través del
transporte transmembrana mitocondrial, con el ciclo
de los &cidos tricarboxilicos (CAT), contribuyendo
todas estas rutas a la produccién de biomasa, que se
describe de forma muy reducida. Esta red agrupa
al gran nimero de reacciones enzimadticas en solo 82
reacciones, considerando sin embargo la participacién
de los cofactores (ATP, NAD*, NADPH,, etc), asi
como el consumo de glucosa, glicerol, acidos citrico
y oxdlico, y la produccién del &4cido citrico (ver
la Fig. 2). EI modelo también considera dentro
del metabolismo de A. niger a la sintesis de ATP,
NAD* y NADP*. EIl valor de las constantes de
velocidad de reaccién y constantes de equilibrio de
estas reacciones se encontrd por ensayo y error usando
diversos 6rdenes de magnitud dentro de cada una de
las rutas de la red metabdlica. Se consideran 48
especies, 19 cofactores y 2 especies gaseosas. El
modelo del sistema de difusién-reaccién formado por
la CPM considera las fases sélida y gaseosa, que
estdn en contacto con un micelio que crece sobre la
superficie sdlida, a través de cuya pared celular se
transportan por difusién los diversos nutrientes y la
glucosa del medio sélido, y el O, de la fase gaseosa.
Se considera un sistema isotérmico donde la difusién
en todos los casos sigue la ley de Fick, y la asimilacién
de la glucosa ocurre a través de la pared celular y se
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da por un proceso de difusién pasiva en términos de
un gradiente entre el exterior y la parte interna de la
membrana, de acuerdo con la permeabilidad de esta
pared para cada especie. El micelio crece de forma
homogénea como una serie de N, tubos hifales de
igual longitud L,(f) y didmetro dj,, que permanece
constante (Larralde, 1997), y los procesos difusivos
en la CPM se dan solo en una direccién normal a la
superficie de la placa de agar.

Los balances de masa para la especie n en la fase
¥ (sélido o gas) pueden expresarse como sigue:

ac, 8*C,
Ty M)
t azw

Las condiciones de frontera nos indican que las
paredes superior e inferior de la CPM (ver Fig.1) son
impermeables, y esto corresponde a zy, = 0, (Y = gas,
s6lido) por lo que

oCy, 0 @
6Z¢/

Se considera que el intercambio de O, y CO, entre
la CPM y el aire exterior, debido a la conexién con el
pequefio tubo de la parte superior, determina que C,,~
C,,, donde C,, para el O, es practicamente igual a la
concentracion del oxigeno del aire y para CO,, Cy,,~ 0.
El micelio estd en contacto con ambas fases en z = Ly,
donde se considera que el transporte de masa a través
de la membrana del citosol se da por un proceso de
difusién pasiva y estd dado por permeabilidad de ésta
y la diferencia de concentraciones, y estd expresada
por el flux de masa, por lo que para ambas fases en
contacto con el micelio se tiene, en z = Ly,

ac,,
- ‘l/ﬁ = Pnl,/ (Cn,,, - Cnc) 3)
Donde Dy, y P, son el coeficiente efectivo de
difusién y la permeabilidad del componente n en la
fase y, respectivamente. Consideramos ahora que
el micelio crece radialmente, de forma simétrica y
se agrupa a todas las hifas y sus ramificaciones en
un tubo hifal cuya longitud promedio (que es igual
al radio de la colonia), es una funcién del tiempo
y cuyo didmetro promedio es siempre constante.
Consideramos también que la densidad de la biomasa
en el micelio, pyx, es siempre constante, y que el
volumen de la colonia V,(f) estd dado por el de un
cilindro de radio L;(¢) y altura dj,, y por la fracciéon
volumétrica promedio ocupada por la biomasa, €y.
También suponemos que V() puede expresarse como

el volumen de un nimero N; de tubos hifales cuyo
didmetro es d;, y con longitud L;(7).

Vi = nLydye, = Nhgdh2Lh 4)

La cantidad de moles del metabolito n
producido/consumido en la reacciébn j, y cuya
concentracién es Cp,. (moles de n/g de biomasa), esta
dada por:

d dc, dv,, &

_(pXVhCn«)sz[Vh_C+Cn~_]=Vh Rn/-

dt ¢ dt “ dt ; :
5

Entonces, el balance de masa dentro del micelio
para la especie n que participa en la reaccién j, para
un numero NR,, estd dada por la siguiente ecuacién:

0C, 1%
—— =— > R, —uC,,. 6
y psz:; = HCog (©)

Donde u es la velocidad especifica de crecimiento
de la biomasa total X (g), y esta dada por las siguientes
expresiones (Fredrickson, 1976):

1 4dv 2 dL 1dX
p=g—t == @

TV, dr L, dr X dt

Algunos de los términos de reaccion R,; para la
especie n que participan en la reaccioén j son del tipo
Monod, sin embargo la mayor parte de éstos siguen la
ley de accién de masas. En algunas de las reacciones
se utilizan términos que toman en cuenta los aspectos
inhibitorios de metabolitos o cofactores (Lehninger,
1975). Como ejemplo de esto, se dan dos expresiones
de la velocidad de reaccién: la primera es de la
fosforilacién de la glucosa 6 fosfato, [G6P], a frucosa
1,6 difosfato, [F16DP], ya que en el esquema de
reacciones éstas han sido agrupadas en dos reacciones;
asf,
_ ky[GOP][ATP][PFK]
a K> + [G6P]

donde [PFK] es la expresion de la regulacién de la
enzima fosfofructokinasa, que depende del nivel de
las concentraciones del citrato, [CIT], o [ATP] en el
citosol, y estd dada como

®)

1
1 +[CIT] + AT

ATP

[PFK] )

La segunda reaccién de formacién de 4cido citrico
en la mitrocondria

ri1 = ki1 [Pir][OOAR J[ACOoAn][E; ] (10)
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donde [E;;] es la expresién de la regulacién de la
enzima citrato-sintetasa en mitocondria y estd dada

como .
[Enl= T & (11

Kiixre
Una cantidad importante que permite, de alguna
forma, medir la capacidad del sistema bioldgico
para crecer en un cierto medio, es la energia
metabolica almacenada en el sistema ATP-ADP-AMP,
denominada la carga de energia (Atkinson, 1969), que
se define como:

~ [ATP] + 1[ADP]
" [ATP] + [ADP] + [AMP]

12)

Este pardmetro se usard mas adelante para
comparar la carga energética cuando el micelio crece
a diversos niveles de glucosa en el medio sélido,
que van de 25 a 250 gL' en el volumen de
agar. El modelo considera entonces, de forma muy
simplificada, el control en las rutas EMP y CAT
cuando las concentraciones de ATP y 4cido citrico
cambian de forma importante (Lehninger, 1975).

En la solucién numérica del modelo se utilizé
colocacién ortogonal (Finlayson, 1972) para
discretizar las ecuaciones que describen a la difusiéon
en los medios sélido y gaseoso (7 puntos interiores,
con a=F=0), y el sistema de ecuaciones diferenciales
ordinarias resultante se resolvié con el método clasico
de Runge-Kutta de 4°orden (Collatz, 1966).

3 Resultados y discusion

El andlisis cualitativo que a continuacion se presenta
se basa en la descripcion cinética de la red
metabdlica de la Fig. 2, y los resultados de la
solucién numérica del modelo tuvieron por objeto
predecir cualitativamente la evolucién de los diversos
cofactores y metabolitos durante el crecimiento en el
sustrato sélido, de acuerdo con el caso experimental
considerado.

3.1 Glucosa como fuente de carbono y la
posible inhibicion del metabolismo por
altas concentraciones

En la Fig. 3 se muestran la prediccion de biomasa
obtenida en la caja Petri tradicional y la produccién
de CO;, en la caja Petri modificada, para una
concentracién inicial de glucosa de 25 gL.=! y mismos
contenidos en el medio sélido en ambos casos.

0.5 0.4
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A
0.4+ 1 0.32
v
[1]
- 1]
g 2
=03, 1024 &
o o
2 -3
_‘é ®
(=2
< o
Q 0.2 +0.16 3
0" ?
(&) Q
e
0.1+ —&—CO02, mM -+0.08
—@— Peso seco de biomasa, g
0 T T T 0
0 40 80 120 160 200

Tiempo (h)
Fig. 3. Evolucién conjunta de la biomasa y CO, para
el crecimiento de Aspergillus niger con 25 g L™ de
glucosa inicial como tnico sustrato.
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Fig. 4. Evolucién del peso seco de biomasa durante
el crecimiento de Aspergillus niger a diferentes
concentraciones iniciales de glucosa en el medio
sélido.

Aunque el volumen de sustrato es mayor de en la
CPM, se observa que la producciéon de CO, estd
acoplada directamente con la produccién de biomasa.
La Fig. 4 presenta las mediciones de la evolucién del
peso seco de la biomasa para diferente concentracién
inicial de glucosa en el medio sélido. Como se
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observa, en este rango de concentracién la maxima
cantidad de biomasa producida corresponde a 200
gL' de glucosa, sin embargo no es posible con
esta informacién concluir si existe 0 no un proceso
inhibitorio debido a restricciones de disponibilidad
de energia como ATP y de otros cofactores durante
el crecimiento, lo cual en este trabajo se evalia en
terminos de la carga de energia disponible, dada por la
Ec. (12). Por otro lado, se observa que la cantidad de
biomasa producida no es proporcional a la cantidad de
glucosa inicial después de los 100 gL.™!, y que esto a su
vez depende de la disponibilidad de ATP y NADPH,
entre otros factores. En este trabajo no se considera
ningin aspecto relacionado con la represion catabdlica
como lo reporta Viniegra-Gonzalez y col. (2006), ya
que esto no estd considerado en el modelo.

Existen diversos factores ambientales que
determinan el crecimiento en un sustrato sélido, y
uno puede estar relacionado con la viscosidad de la
mezcla de agar y glucosa, que aumenta cuando la
cantidad de ésta dltima aumenta. Si consideramos que
la concentracién inicial de glucosa puede variar entre
25 y 250 gL.™!, se puede esperar que el coeficiente
efectivo de difusién de la glucosa (y de otros nutrientes
en el medio sélido) disminuya. Por otro lado, algo atn
no resuelto en el caso de A. niger es la forma de cémo
el micelio asimila la glucosa, y si bien se ha sugerido
que el proceso a través de la membrana es por difusion
pasiva (Nielsen, 1995; Legisa y col., 2007), es posible
que esto se lleve a cabo por un proceso de difusién
facilitada, como en el caso reportado para S. cereviciae
(Rizziy col., 1996). Si éste es el caso podemos esperar
que el metabolismo de A. niger se vea afectado cuando
la concentracién de glucosa se incrementa de 25 a 250
gL~! debido al incremento en el gradiente de glucosa
entre el medio externo y la membrana del citosol.
Por ejemplo, la alta concentracién de glucosa en el
medio de cultivo ha sido sefialada como un factor
de estrés osmotico en los cultivos de levaduras, lo que
conduce a mayor gasto energético para mantenimiento
y por ende a un menor crecimiento. Finalmente, es
necesario considerar la regulaciéon del metabolismo
en las rutas EMP, PF y TCA cuando existen cambios
grandes en la concentracion de glucosa en la placa
de agar, ya que si la glucosa aumenta, los niveles de
acido citrico aumentaran y de ATP disminuirdn, como
lo predice el modelo.

Las figs. 5a y 5b muestran la predicciéon del
modelo para la produccién de biomasa cuando la
concentracién de glucosa va de 25 a 250 gL™! en
el medio sélido. En la Fig. Sa se ha considerado que
no hay cambios en los valores de los coeficientes de
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Fig. 5. Prediccién del modelo donde se compara
la produccién de biomasa para diferentes
concentraciones de glucosa inicial en la placa de agar,
que vade 252250 g L'

permeabilidad de la membrana ni de difusién efectiva
en el medio, mientras que en la Fig. 5b se considera
una disminucidn de estos coeficientes al multiplicarlos
por los términos de permeabilidad (1 — Cy,/Cq, . )" Y
de difusion [1 — (Cg,/Cq,.)"] y donde n=2y m=3,
respectivamente; Cg, es la concentracién inicial de
glucosa en el medio y se supone una concentracion
maxima de glucosa en el agar de C,, = 500 gL'
La comparacién de las figs. Sa y 5b sugiere que es
necesario incluir, de forma empirica, la variacién
de estos coeficientes de transporte al aumentar la
concentraciéon de glucosa en el medio para obtener
una mejor prediccién cualitativa de lo observado,
sin embargo esto tiene un impacto importante en
el crecimiento como lo muestra la Fig. 5b donde la
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Fig. 6. Prediccién de la variacion de la carga energética
durante el crecimiento de Aspergillus niger para
diferentes valores de la concentracién inicial de
glucosa en la placa de agar.

prediccion de la cantidad de biomasa producida es de
casi la mitad de la que se muestra en la Fig. 5a. Lo
anterior no quiere decir que el proceso por el cual A.
niger asimile la glucosa en un medio sélido sea por
difusién pasiva, sino que el modelo en su forma actual
asi lo considera.

La Fig. 6 compara la disponibilidad energética
del micelio durante su crecimiento cuando la
concentraciéon de glucosa en la placa de agar varia
de 25 a 250 gL', mostrando que existen diferencias
importantes entre los niveles energéticos de las
respuestas entre 25 y 250 gL.™!, ya que en el segundo
casi se dispone solamente del 40% de la carga
energética que se tiene en el primero, para consumir
diez veces mas glucosa, como lo predice el modelo de
acuerdo con el esquema cinético de la red metabdlica
de la Fig. 2.

Las figs. 7a y 7b muestran las predicciones de la
cantidad de biomasa y de acido citrico producidos
para 25 y 50 gL~' de concentracién inicial de
glucosa, mientras que la Fig. 8 presenta los
niveles de concentracién de los diferentes cofactores
considerados en el modelo para el caso del crecimiento
con 25 g' de glucosa, y que complementa la
informacién de la Fig. 6 para este caso. En la Fig. 8
se observa como las respuestas dindmicas de NADP*
y NADPH en el citosol estdn directamente ligadas con
la producciéon de biomasa en la fase exponencial, y
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Fig. 7. Prediccién del modelo donde se compara
la producciéon de biomasa y 4cido citrico para
concentraciones de glucosa de 25 y 250 gL. ~! en la
placa de agar.

como NAD* y NADH en el citosol disminuyen en la
fase final del crecimiento de biomasa, mientras que los
niveles de ATP no cambian préicticamente. Por otro
lado, si consideramos que la concentracion de NAD*
es proporcional a la cantidad de producto oxidado, y la
concentracion de NADH es proporcional a la cantidad
de sustrato reducido, obtenemos la siguiente relacién
(Canelas y col., 2008):
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Fig. 8. Prediccién de la evolucién de los diferentes
cofactores durante el crecimiento de Aspergillus
niger con 25 gL ! de glucosa como tnica fuente
de carbono: a) ATP, ADP, AMP, [H* e7] es la
concentracién de protones usados en la fosforilacién
oxidativa, y la carga energética; b) reductores: NAD*
y NAD{. son las concentraciones adimensionales de la
nicotinamida adenia dinucledtido en su forma oxidada
en mitocondria y citosol, respectivamente, NADP es la
nicotinamida adenina dinocle6tido fosfato en su forma
oxidada en el citosol, y se incluye el crecimiento de
biomasa.

_ [NAD*] _ producto oxidado
YRED = [NADH]  sustrato reducido

(13)

Podemos observar, tanto en citosol como en
mitocondria, que durante todo el proceso de
crecimiento, yrgp > 1. Canelas y col. (2008)
encuentran valores de yrgp que varian entre 4 y 7 para
S. cerevisiae.

La comparaciéon de las observaciones con las
predicciones del modelo de los casos anteriores
muestra que si bien las predicciones son solo del
tipo cualitativo, la cantidad de biomasa predicha no
siempre es del mismo orden de magnitud en cada
caso, y las velocidades de crecimiento en la region
exponencial estan sobrevaloradas por el modelo. Por
otro lado, la prediccion de la cantidad de CO,
producido es muy pequeia y estd muy lejos de
describir lo observado. Aun asi, el modelo predice
cualitativamente bien el metabolismo de A niger de
acuerdo con el esquema de la Fig. 2.

3.2 Mezclas binarias de glucosa con los
dcidos oxdlico y citrico, y el glicerol

Considerando a A. niger como un sistema abierto,
es posible estudiar, de forma cualitativa, los cambios
en su metabolismo en términos de la produccion de
biomasa y CO,, y del consumo de O,, cuando se
utilizan diferentes entradas al sistema, siendo una
de ellas solamente glucosa, y en otros casos las
mezclas binarias de glucosa con un metabolito que
se sabe es excretado por este microorganismo. Para
comparar y analizar estas respuestas, se realizaron
experimentos de dos tipos: el primero consistié de
cuatro experimentos, uno de ellos utiliza solamente 25
gL~! de glucosa, y en cada uno de los tres restantes
se adicionaron a los 25 gL.™! glucosa: 5 gL.™! de 4cido
oxdlico, 5 gL.™! de 4cido citrico y 5 gL™! de glicerol,
respectivamente. En el segundo tipo se realizaron
tres experimentos independientes en los cuales solo
se utiliza como tnica fuente de carbono 5 gL~! de
cada uno de los sustratos: acido oxalico, 4cido citrico
y glicerol, respectivamente. Es importante destacar
que el uso de diferentes fuentes de carbono y de las
mezclas binarias modifica tanto la textura del medio
s6lido (y probablemente su viscosidad), asi como su
pH, y es dificil saber el impacto que esto tiene durante
el crecimiento del micelio. En la Fig. 9 se muestra el
crecimiento del micelio como biomasa seca, para los
cuatro primeros experimentos, y la Fig. 10a presenta
la evolucién del cociente respiratorio correspondiente
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Fig. 9. Evolucién del peso seco de biomasa durante
el crecimiento de Aspergillus niger A10 para diversas
fuentes de carbono: (e) 25 gL ~! de glucosa; (m) 25
gL ! de glucosa y 5 gL. ~! de 4cido oxalico; () 25 gL
~! glucosa y 5 gL ~! de 4cido citrico; (a) 25 gL ~! de
glucosay 5 gL ~! de glicerol.

a un proceso aerébico (vinculado con la produccién
de ATP), calculado a partir de las mediciones de
la produccion de CO, gaseoso y el consumo de O,
correspondientes. No se midié la produccién de
biomasa para los tres ultimos casos en que se usa
solamente una fuente de carbono que no es glucosa,
sin embargo para estos casos se presenta el cociente
respiratorio en la Fig 10b. Aqui si bien se observa
una pequefa actividad respiratoria, solo se observo
un pequefio crecimiento del micelio en la CPM, ya
que ademads la cantidad molar de cada sustrato no es
equivalente entre ellos, ni a los 25 gL.™! de glucosa
que se ha usado como referencia en este estudio.

La Fig. 9 muestra que la cantidad de biomasa
producida es mayor cuando se usa glucosa y su mezcla
con glicerol, y en los casos de dos de las mezclas
binarias que contienen a los los 4cidos citrico y oxélico
(metabolitos excretados), la producciéon de biomasa
en menor, lo que sugiere que la asimilacién de estos
metabolitos interfiere con la de glucosa, o que la
cantidad asimilada perturba realmente al metabolismo
de la glucosa, que es lo que se quiere estudiar. Ambos
acidos son metabolitos con baja reductividad (e”/C)
en tanto que el glicerol lo tiene del mismo valor que la
glucosa. Sin embargo, no es facil conocer como esto
afecta al metabolismo. En todos los casos el modelo
describe de la misma forma la asimilacién de dos
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sustratos que compiten, es decir por difusidn pasiva,
aunque utilizan diferentes valores de la permeabilidad
de cada sustrato. Esto también plantea el problema no
solo de la selectividad en la asimilacién sino también
el de los posibles mecanismos por medio de los
cuales estos compuestos son asimilados y excretados
(difusién pasiva, facilitada, activa). La idea de utilizar
mezclas binarias con estos metabolitos fue sugerido en
parte por la aparente diauxia que se observa en la Fig.
9 para el caso de 25 gL.™! de glucosa, que parece que
cuando ésta se agota el micelio metaboliza a algunos
de los productos excretados.

3.2.1 Glucosa y su mezcla con glicerol

Lo primero que se observa en la figs. 9 y 10a cuando
se comparan las velocidades de crecimiento de la
biomasa para glucosa y la mezcla glucosa-glicerol, es
que la adicién de glicerol incrementa eventualmente
ésta velocidad después de las 60 horas, y la produccién
de CO, y la respiraciéon aparecen anticipadamente.
Esto se puede explicar de acuerdo con la Fig. 2, si
observamos que la asimilacién de glicerol no requiere
de la misma cantidad de ATP para llegar a la formacién
de G3P que alimenta al CAT donde se produce CO, y
se consume O,; y ésta asimilacion es tal vez parecida
a la de glucosa (el glicerol se ha utilizado también
como sustrato para producir dcido citrico). Por otro
lado, la ruta que sigue el glicerol esta vinculada con la
produccién de biomasa, la cual se observa en la Fig.
9 que es un poco mayor entre las 70 y 100 horas.
Salazar y colaboradores (2009) mediante andlisis
gendmico encuentran que el control del metabolismo
del glicerol se encuentra a nivel de la transcripcion, y
sefialan que el papel de éste es como osmoregulador
para contrarrestar el estrés por la alta concentracién
de solutos en el entorno. Melzer y colaboradores
(2009) usando un modelamiento in silico simulan la
operacion de la ruta metabdlica para la produccion de
fructofuranosidasa por A. niger, encontrando que con
el glicerol tienen el mayor rendimiento.

3.2.2. Mezcla con glucosa y dcido citrico

Aqui la velocidad de crecimiento de la biomasa en
la fase exponencial es menor para la mezcla, de casi
65% del caso de la glucosa, y su cociente respiratorio
es el menor. Si consideramos el esquema reducido
de la red metabdlica de A. niger (Fig. 2) vemos
que la produccion de CO, tiene tres contribuciones
principales: en la ruta de la pentosa-fosfato (PF), en
el ciclo de Krebs (CAT) y en el citosol (EMP) donde
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Fig. 10. Mediciones del cociente respiratario para los
casos de las Figuras 9 y 11, respectivamente: a) (o) 25
gL ~! de glucosa; (m) 25 gL ~! de glucosay 5 gL !
de 4cido oxdlico; (#) 25 gL 7! glucosa y 5 gL ~! de
4cido citrico; (a) 25 gL ~! de glucosa y 5 gL ~! de
glicerol. b) Una fuente de carbono: a) () 25 gL ! de
glucosa; (m) 5 gL ~! de 4cido oxalico; (¢) 5 gL ~! de
4cido citrico; () 5 gL ~! de glicerol.

es consumido o producido segiin la interaccion entre
fosfoenol piruvato, piruvato, malato y oxaloacetato,
y el derivado de la hidrdlisis y oxidacién del acido
oxalico (Raistrick, 1919). Ahora, el consumo de acido
citrico en el citosol no participard en la ruta PF y
por lo tanto no producird el NADPH necesario para

la biosintesis, sin embargo formara oxaloacetato, el
cual tiene tres posibles rutas a seguir: formar malato
(que puede reingresar al CAT), formar aspartato (para
formar biomasa), y producir acetato (necesario para
formar acetil-CoA) y dacido oxdlico. Todo esto
requiere, dependiendo de cada caso, de diferentes
cantidades de ATP, NAD*, NADP*, ACoASH y de
la liberacién y/o consumo de CO,, que participan en
diversas reacciones, y el consumo de O,, como se
describe en la Fig. 2. Sin embargo, es necesario
medir la cantidad de 4cido citrico en el medio sélido
para tener la certeza de su asimilacién por A. niger,
y poder estimar su participacién en los esquemas de
reaccion en el citosol y CAT como se ha mencionado,
aunque se observa que la presencia de este metabolito
en el medio sélido, que ha sido asimilado en una cierta
cantidad, no produce la misma cantidad de biomasa
que en el caso de usar solo glucosa.

3.2.3. Mezcla con glucosa y dcido oxdlico

El metabolismo del 4cido oxdlico, ya sea derivado de
la hidro6lisis del oxaloacetato o el adquirido del medio
s6lido, produce principalmente CO,, formaldehido,
dcido férmico y metanol (Andersen, 2008; Jakobym
1958; Raistrick, 1919), y cuando éste se usa como un
segundo sustrato se observa que existe un aumento en
el cociente respiratorio con respecto al de la mezcla
glucosa-acido citrico, lo que debe reducir la cantidad
de ATP disponible y reducir asi la formacién de
biomasa, como se observa en al Fig. 9. Asimismo
tanto el 4cido oxdlico como el férmico son metabolitos
toxicos, Aqui la velocidad de crecimiento de la
biomasa en la fase exponencial es la menor, de
menos del 50% que en el caso de la glucosa. Es
importante mencionar que los experimentos realizados
con un medio que contiene glucosa y dcido oxdlico se
realizaron utilizando esporas de A. niger que nunca
estuvieron expuestas a este medio, y que tal vez
las esporas que se cosechen de esta mezcla binaria
presenten otro comportamiento.

3.2.4 Crecimiento con dcido oxdlico, dcido citrico y
glicerol

La Fig. 10b muestra el cociente respiratorio cuando
se utiliza solamente como fuente de carbono a los
acidos citrico y oxalico, y al glicerol, y se observa que
éstos son metabolizados en diferente grado cuando se
comparan con el caso de glucosa. Lo que se destaca
aqui es que la ausencia de glucosa, que permite operar
a la ruta PF y generar NADPH para las reacciones
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Fig. 11. Predicciéon del crecimiento de Aspergillus

niger correspondiente a los datos de la Fig. 9 donde

se usan diferentes fuentes de carbono: a) Biomasa y b)

CO, producido en la fase gaseosa.

anabdlicas de produccién de biomasa esta ausente, y
que solamente el glicerol y en menor proporcion el
dcido citrico pueden producir biomasa, pero no asi
el 4cido oxdlico (Andersen, 2008; Raistrick, 1919).
Por lo anterior no es posible comparar directamente
las respuestas mostradas en las figs. (10a) y (10b),
y lo tnico que se puede decir es que A. niger tiene
la capacidad de asimilar, en cierto grado, a estas tres
fuentes de carbono.

3.2.5 Predicciones del modelo

La figs. 1la y 11b muestran las predicciones del
crecimiento de biomasa y la produccién de CO, por
el modelo cuando se utilizan dos sustratos, y que
corresponden a los resultados mostrados en la Fig 9,
donde se observa que la prediccién del crecimiento de
biomasa para tres de los casos es idéntica, exceptuando
la de la mezcla glucosa-glicerol, donde se predice
una mayor produccién de ésta. Con respecto a la
produccion de CO, se observa que la que corresponde
a la mezcla glucosa-acido oxdlico es la mayor, y esto
deriva del hecho de que el metabolismo del acido
oxdlico produce principalmente CO, (Jacoby, 1958;
Raistrick, 1919). De lo anterior, se ve claramente que
los valores de los pardmetros cinéticos usados deberan
ser modificados para lograr una mejor prediccidn, y
que su estimacién solo serd posible si se realizan
mediciones de productos en el sustrato sélido. Por
otro lado, no fué posible obtener ninguna respuesta del
modelo para la prediccion de los casos mostrados en la
Fig. 10b.

Conclusiones

Se analiza el metabolismo de Aspergillus niger
Al10 con un modelo estructurado que predice
cualitativamente el crecimiento en un sustrato sélido
cuando se utilizan diferentes fuentes de carbono.
Si bien éste es un modelo simplificado, retiene las
caracteristicas importantes de las rutas EMP, PF, CAT,
y de las producciones de ATP, NAD* y NADP*, asi
como de la biomasa. Los experimentos realizados
donde se miden conjuntamente la cantidad de biomasa
y CO; producidos y el consumo de O, en una caja Petri
modificada, permitieron una comparacion cualitativa
con las predicciones del modelo, pero es claro que en
éste tipo de experimentos también se deben medir los
productos excretados al medio sélido, aunque ésto no
sea facil. Lo anterior es indispensable para estimar
algunos de los pardmetros cinéticos fundamentales,
asociados con las diferentes rutas metabdlicas que
conforman el modelo. La presencia de otra fuente de
carbono, que tiene un grado de reduccién diferente al
de la glucosa, perturba el metabolismo normal cuando
se usa conjuntamente con ésta, y en ausencia de ésta
se observa un crecimiento muy pequefio. Por otro
lado, es muy importante determinar el mecanismo de
asimilacién de la glucosa por el micelio, y creemos
que ésta es una de las partes importantes que ha tocado
esta investigacion, ademds del uso novedoso de una
caja Petri modificada.
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Nomenclatura

C concentracién molar de la especie n en

el citosol, g L!

concentraciéon molar de la especie n en

la fase v, g L'

C,, concentracion molar inicial de la
especie n, g L7!

dy, didmetro de las hifas, yum

Dy coeficiente de difusién, cm? h™!

nc

e~  carga energética

k;j  constante de velocidad de la reaccion
J

K, constante de equilibrio de la reaccién
J

L,  longitud del tubo hifal promedio, cm
Ly longitud de la fase ¢, cm
N,  numero de tubos hifales
P,, permeabilidad del componente n en la
fase i, cm h™!
R,, velocidad de reaccion j que
~ consume/produce a la  especie

n
r; velocidad de la reaccion j
t tiempo, h

Vi, volumen total del micelio, cm?

X biomasa, g

zy  coordenada axial en la fase ¢, cm
Simbolos griegos

px densidad del micelio, g cm™

€,  fraccion volumétrica ocupada por la biomasa

p velocidad especifica de crecimiento de la

biomasa, A"
¢ fase gaseosa o sélida

3

Metabolitos

6PG 6 fosfogluconato
aKGT  alfa-cetoglutarato
ACoA  acetil coenzima A

ADP adenosin difosfato

AMP adenosin monofosfato

ASP aspartato

ATP adenosin trifosfato

Cit citrato

DHAP dihidroxiacetona fosfato

Ei, termino de regulacion de la enzima

F16DP fructosa 1, 6 difosfato

G3pP gliceraldehido 3 fosfato

G6P glucosa 6 fosfato

GLIC3P  glicerol 3 fosfato

NAD* nicotinamida adenina dinucledtido

NADH nicotinamida adenina dinucledtido
reducido

NADP* nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato

NADPH nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato reducido

NH; amoniaco
OAA oxaloacetato
PFK termino de regulacién de la enzima
fosfofructoquinasa
Pir piruvato
R5P ribosa 5 fosfato
UTP uridina trifosfato
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