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ABSTRACT. Recent studies on high levels of inducible enzymes production such as a-amylase, pectinase,
and tanase by certain microorganisms during Solid State Culture (SSC) have called strongly the attention.
Apparently, this is due to apparent absence of catabolic repression, still when high levels of glucose are
added, while that in the Liquid State Culture (LSC) to low concentrations of glucose, a marked repression
of the synthesis of such enzymes is showed. Several theories have been proposed to explain this
phenomenon, but still, no one has demonstrated which are the causes of its manifestation. In this work,
main aspects of induction and catabolic repression of enzymes are reviewed, and possible causes of the
apparent absence of catabolic repression of enzymes in SSC are presented.,

RESUMEN. Los altos niveles de produccién de enzimas inducibles tales como Ia c-amilasa, pectinasa y
tanasa por ciertos microorganismos durante los procesos de Cultivo en Medio Sélido (CMS) han llamado
1a atenci6n en los dltimos afios; al parecer, ésto se debe a que en tales condiciones no se ejerce la represién
catabélica, aiin cuando los niveles de glucosa adicionados son considerablemente altos; mientras que en el
Cuitivo en Medio Liquido (CML) con bajas concentraciones de glucosa, existe una marcada represién de
la sintesis de dichas enzimas, Diversas teorfas han sido propuestas para explicar dicho fenémeno, pero
hasta ahora, ninguna ha demostrado cuales son las causas por las cuales se presenta. En este trabajo se
revisan los aspectos generales de la induccién y represién catabélica de enzimas y se presentan las posibles

causas de la ausencia aparente de la represién catabélica enzimética en el CMS,

INTRODUCTION

La represién catabélica por definicién representa la in-
terrupcion de la expresion de genes que codifican la sinte-
sis de enzimas inducibles. La biosintesis de enzimas micro-
bianas involucra serios problemas, principalmente econd-
micos, cuando la produccién de éstas, se realiza por proce-
sos de cultivo en medio liquido (CML) con fines comercia-
les." Para evitar este complejo mecanismo regulatorio, se
han propuestos nuevos modelos de produccién de enzimas
microbianas, tales como, cultivos continuos o por lote ali-
mentado, asf como la obtencién de cepas mutantes resis-
tentes a represion catabélica. Algunos de estos modelos
son imprécticos o dificiles de ejecutar.

En Jos Gltimos afios, diversos autores han mostrado que
el procese de cultive en medio sélido (CMS), minimiza la
presencia de este fendmeno; tal como lo demuestran los re-
sultados sobre la produccién de a-amilasa,*** endo y exo-
poligalacturonasa,”” tanasa®® y proteasa.®

En este trabajo se presentan aspectos generales sobre
los fenémenos de induccidn enzimética y represion catabd-
lica; se hace énfasis en los principales hallazgos sobre la
capacidad del proceso de CMS para minimizar la represién

catabdlica; se discuten las principales causas que inciden
en este fenémeno y finalmente se sugieren algunas éreas
futuras de investigacién que permitan entender detallada-
mente la existencia de estos patrones de produccion, cuan-
do se comparan el CMS y el CML.

ASPECTOS GENERALES

El crecimiento bacteriano en medios con dos fuentes de
carbono presenta un comportamiento denominado como
diauxia o de dos fases;”” éste se manifiesta, ya que el mi-
croorganismo utiliza primero al sustrato de mas facil asi-
milacién (que incluye el transporte y el metabolismo del
compuesto) o con el cual se requiera el minimo consumo
de energla para introducirlo y metabolizarlo, Cuando éste
se acaba, consumiré la otra fuente de carbono para la que
requiera un gasto energético mayor,

En el metabolismo bacteriano, este fenémeno conocido
como represién catabdlica, se presenta por la inhibicién del
transporte activo provocado por la alta concentracién de
uno de los azlicares que ingresan por el sistema fosfotrans-
ferasa. Este proceso regulatorio consiste basicamente en la
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inhibicién de la transcripcién de los genes que codifican
para las enzimas necesarias para la degradacitn y asimila-
cién de substratos més complejos, y se ocasiona por la alta
concentracién de substratos energéticamente preferidos por
los microorganismos*® debido a que las células se desatro-
11an en base a un eficiente sistema metabdlico basado en un
minimo gasto energético,

Los mecanismos involucrados en el fenémeno de re-
presién catabdlica ain no han sido satisfactoriamente elu-
cidados?’ y los avances que se tienen se han logrado utili-
zando como modelo células procariotas, principalmente de
Bacillus subtilis,?! Escherichia coli*® Pseudomonas multi-
vorans,*® Bacillus licheniformis® mientras que en eucario-
tas, las levaduras del género Saccharomyces, han sido las
m4s estudiadas.?

Con respecto a mohos, Anwar y colaboradores* enfoca-
ron sus esfuerzos al aislamiento de mutantes de Penicillum
purpurogenum resistentes a represion catabolica, mientras
que Antier y colaboradores™ aislaron mutantes de una ce-
pa silvestre de Aspergillus niger C28B25, usando como fe-
notipo de seleccion la resistencia a la 2-desoxiglucosa.*!

En los ltimos afios, se han reportado aspectos muy lla-
mativos sobre el fenémeno de represién catabélica cuando
se evaltian los niveles de produccion de enzimas inducibles
entre la fermentacién en CML y en CMS. Al adicionar ba-
jas concentraciones de glucosa (0-3 %) més el inductor al
medio de cultivo en CML., existe una represion casi total
de las enzimas inducibles, mientras que en CMS existe una
ausencia aparente de este fenémeno.

Solis-Perefra y colaboradores’ mencionan que en el
CMS, este fenémeno se debe a diferencias inherentes al
mezclado (en este sistema no hay agitacién, por lo que la
concentracién de nutrientes y particularmente la del repre-
sor catabdlico es heterogénea) y difusién de nutrientes en
el medio de fermentacién (la cual depende directamente de
1a viscosidad del medio).

Mientras, Ramesh y Lonsane® suponen que se debe
principalmente a dos tipos de factores: los fisicoquimicos,
tales como la formacién de procesos de difusién de nu-
trientes sobre el soporte, los cuales se dan en presencia de
una baja actividad acuosa y también por la adherencia de
las células al soporte; y fos de cultivo, que se relacionan
con la faita de agitacidn. Sobre este aspecto, Lekha y Lon-
sane®® mencionan que la alta produccion de la enzima tana-
sa por A, niger PKL 104 en CMS se favorece por un bajo
contenido de humedad, ademas mencionan que el CMS
ofrece condiciones mas propicias de produccién al mi-
croorganismo que ei CML

Asimismo, hasta shora, existe muy poca informacién
acerca de los patrones de induccién-represion en estos ti-
pos de fermentacion. Por esta razon, es necesario elucidar
los factores que influyen en la manifestacién de estos tipos
de patrones, los cuales tienen grandes implicaciones eco-
némicas y préacticas en los procesos industriales convencio-
nales.

Represién catabdlica en medio liquido

FENOMENO DE INDUCCION Y REPRESION DE
SINTESIS DE ENZIMAS

Todas las células poseen sistemas de control muy com-
plejos que aseguran un uso eficiente de los recursos mate-
riales y energéticos que las rodean.’” Para lograrlo, las célu-
Jas sintetizan proteinas especificas conocidas como enzi-
mas adaptativas o inducibles, las cuales se produciran en
funcion de las circunstancias medioambientales (particular-
mente el aporte cualitativo y cuantitativo de los nutrientes)
en las que se encuentra la célula. Esta capacidad para for-
mar una serie de proteinas con actividad catalitica unica-
mente cuando las sustancias que metabolizan s¢ encuentran
presentes, permite a la célula su adaptacién al ambiente
que la circunda sin modificar su eficiencia metabdlica; a
este comportamiento se le conoce como mecanisme de in-
duccion y se encuentra regulado genéticamente.

La existencia del otro fenémeno conocido como activa-
cién-inhibicién de la actividad enzimética, no debe confun-
dirse con el de induccién-represién, ya que el primero, no
altera la cantidad de enzima presente, pues ésta, es contro-
lada por el segundo mecanismo. La inducci6n-represion,
causa cambios en la tasa de sintesis de enzima a nivel ge-
nético. Ambos procesos regulatorios son similares en su
sensibilidad a la concentracién de ciertas moléculas
(incluyen-do a los substratos) relativamente pequefias.’

CELULAS PROCARIOTAS

El control genético de la sintesis de enzimas ha sido
ampliamente estudiado en los microorganismos, especial-
mente en bacterias. Los modelos de mayor utilidad (Fig. 1}
para entender la induccién-represion son los de Monod y
colaboradores®’, en los cuales una proteina (represora) se
involucra en el control del gene operador. Si el sitio opera-
dor esté bloqueado, ¢l gene estructural que codifica para la
enzima de interés no se transcribe. El gene regulador en el
modelo de induccién produce una molécula que controla la
expresion de los genes estructurales y por lo tanto ia pro-
duccién de la enzima. Cuando el inductor esta presente, se
une con el represor inactivandolo, permitiendo la transcrip-
cion de los genes estructurales. En el modelo de represion
{regulacién de operones anabdlices), el gene regulador
promueve la formacién de un apo-represor que puede for-
mar un complejo represor. Sin el co-represor, la sintesis de
la enzima procede. El gene regulador y ¢l operador pueden
simultdneamente controlar la sintesis de diversas enzimas.

El modeio previamente descrito, estd basado en el ope-
ron Lac, involucrado en la asimilacién de lactosa por E.
coli® los genes que participan en los mecanismos de in-
duccion-represion catabélica para una cierta enzima o enzi-
mas, s¢ agrupan ea un operdn, en este caso, €8 el operdn
Lac, que codifica para la sintesis de B-galactosidasa, la B-
galactosidopermeasa y una transacetiliasa.
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Figura 1. Modelo bésico para el conirol de la biosintesis
inducida de algunas enzimas bacterianas

Hay diversas variaciones sobre los mecanismos de con-
trol a nivel genético, entre los cuales el “efecto glucosa”
forma parte de ellos; vy al evaluarlo, se puede decir que la
represién catabélica puede ocurrir en Is ausencia de gluco-
sa,

En general, el crecimiento micrebiano en una mezcla
de diferentes fuentes de carbono, involucra la asimilacién
sucesiva de las mismas,*

CELULAS EUCARIOTAS

Al igual que en las bacterias, ef fendmeno de induccién
y represion catabdlica de Ja expresidn genética, se presenta
en células eucariotas. Algunos gjemplos son los estudios de
induccién de la treonina deshidrogenasa y el citocromo P-

- 450 (caracterizados por su capacidad metabolizante de
ciertas drogas) en células hepdticas de rata (Albdres, 1997;
comunicacidn personal), asi también existen estudios sobre
induccién y represion de la invertasa v la maltasa por cepas
de Saccharomyces cerevisiae."%'*

En microorganismos eucariotas, la levadura S. cerevi-
sae ha sido ¢l modelo de mayor estudio.”? Se sabe que la
utilizacién de ciertos azicares por estos organismos se
controla por represién cataboélica; este fendmeno regula la
expresidn de los genes que participan en ¢l proceso de fer-
mentacién a nivel de transcripeidn; la presencia de glucosa
afecta ¢l transporte de otros aziicares en la célula y por lo
tanto, afecta la funcién reguladora de los mecanismos in-
volucrados en la induccién enzimética.?

Tanto Entian,'* como Gancedo y Gancedo,'® demostra-

ron que la represion catabélica en células eucariotas y par-
ticularmente en S. cerevisiae consiste en un sistema regula-
dor muy complejo, el cual segtin Carlson,? aiin no se ha es-
tudiado a fondo por 1o que su panorama es incompieto. Al
parecer se conoce que difiere del de E. coli donde la sefial
molecular de falta de glucosa en el medio, es el AMPe, el
cual activa una proteina {(conocida como proteina activado-
ra de catabolito), que participa en el proceso de activacién
de la transcripeidn de los operones relacionados. Al contra-
rio, en 8. cerevisiae, existen evidencias genéticas y bioqui-
micas de que el AMPc no es el efector directo para la re-
presién catabélica, '™ pues se ha encontrado que el rol
principal 1o juegan los productos de tres genes, el HXK2
que codifica para una proteina hexocinasa PII, cuya fun-
cién de sensor le permite reconocer los niveles de glucosa
presentes en el medio; el gen regulador de la fermentacion
de 1a sacarosa (SNF1) cuyo preducto es una proteincinasa
y se requiere para la desrepresién de muchos genes represi-
bles por glucosa ¥ e} MIG1 que codifica para una proteina
represora, que se enlaza a las regiones de genes represibles
por glucosa, tal como el SUC2 {que codifica para la inver-
tasa).**

Los productos de estos tres genes participan afectan el
transporte de azicares, lo que sugiere que la fosforilacién
de proteinas es el efector principal en el mecanismo de la
represién catabélica en S, cerevisioe.”

La Fig. 2 muestra la ruta propuesta por Trumbly*® en la
que se involucra la participacion de los genes mencionades
en la expresién del gene SUC2, el cual pertenece a una fa-
milia de genes SUC que codifican para la enzima inverta-
sa, que hidroliza la sacarosa a sus monosacéridos.
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y SUC2 = enzima invertasa.

HXK2 = hexocinasa II, CID1, GRR1 y REG 1= actividad bioquimica desconocida,
SNF4 = proteincinasa, SNF1{ = proteincinasa, MIG1 = proteina represora del complejo,
CYCS8 = proteina asociada en el complejo, TUP1 = proteina asociada en el complejo

Figura 2. Via reguladora que controla la expresidn de los genes SUC2,

k J

Se han logrado progresos enormes en ¢l entendimiento
de los sistemas especificos involucrados en este fenémeno,
y ¢l uso de anélisis genéticos y bioquimicos ha permitido
considerables avances en el conocimiento de los mecanis-
mos moleculares que gobieman este fendmeno en S. cere-
visiae 52240

Allen y colaboradores' aislaron y caracterizaron bio-
quimica y genéticamente a mutantes de Neurospora crassa
resistentes a represién catabdlica por la desoxiglucosa.
Elorsa y Arst” estudiaron mutantes de 4. nidulans resis-
tentes a la represién catabdlica por sorbosa. Antier y cola-
boradores® estudiaron mutantes de A. niger C28B25 hipe-
productoras de pectinasas, las cuales no estdn sujetas a re-
presién catabdlica. Torres y colaboradores® demostraron
la existencia de un transportador de baja afinidad cuando
se hace crecer a A. niger en medios con altas concentracio-
nes de glucosa.

De los estudios llevados & cabo sobre represidn catabd-
lica en mohos, resaltan los de Bailey y Arst® y Arst y Bai-
ley,? en los que se evidenci6 que la proteina codificada por
el gen regulador que codifica la represion (CREA) en A.
nidulans juega un rol de proteina represora en el mecanis-
mo de regulacién genética por represidn catabdlica. Dicho
gen fue clonado y secuenciado.'? Asimismo, Drysdale y
colaboradores'® aislaron el gene CREA de 4. niger, por
hibridacién cruzada usando el gene clonado de A. nidwlans,
con el fin de obtener un mayor conocimiento en el andlisis
comparativo de la represién catabélica en dichas especies

de Aspergilius.

Sin embargo, faltan muchos estudios afin para que se
eluciden los mecanismos involucrados en el fendmeno de
represidn-induccidn de sintesis de enzimas.

INDUCCION ENZIMATICA Y REPRESION
CATABOLICA ENCMS Y CML.

Como se menciond anteriormente, existen aspectos lla-
mativos entre las diferencias fisiolégicas del fenémenoc de
induccién-represion de enzimas producidas por CMS o por
CML. Estas variaciones, consisten basicamente en diferen-
tes patrones de induccién-represion en CML y CMS.

Los resultados obtenidos para la producciéon en CMS
de a-amilasa por B. licheniformis M27,* de pectinasas por
A. niger,” de tanasa por A. niger PKL 104 y los hallaz-
gos recientes de George y colaboradores™ al estudiar la
produccion de proteasas por B. amyloquefaciens, reflejan
una aparente ausencia de la represién catabdlica. Incluso
en una contribucion mas reciente, Lekha y Lonsane®® ba-
sindose en los estudios de Knudson en 1913* consideran
que la produccién de la tanasa no esté sujeta a represién
catabélica. Knudson? también reportd que la sintesis de la
tanasa en 4. niger no se reprime en presencia de sacarosa a
una concentracién de 0.3 M.

En estos trabajos, se ha hecho notar la capacidad de
CMS para minimizar de forma muy significativa la repre-



Revista Latinoamericana de Micrabiologia (1998) 40:158-165

Asociacidén Latincamericana de Microbiologia

Ve
TABLA 1 Resultados comparativos de los titulos de produccién de enzimas microbianas por CML y CMS
Enzima Microorganismo CML CMS CMLS* Referencia
(U/mL) (U/ml.)
oamilasa Bacillus 570 19,550 U/ml * Ramesh y Lonsane, 1991*
licheniformis M27
endo-poligalacturonasa | Aspergillus niger 0.30 10.0 U/g soporie * Solfs-Pereira y col., 1993
CH4
exc-poligalacturonasa | Aspergillus niger 1.2 34.0 U/g soporte » Solis-Pereira y col., 19937
CH4 _
Tanasa Aspergillus niger 50 150.0 W/ml 30 Lekha y Lonsane, 19942
PKL 104
Proteasa Bacillus 40 250,000 Urg soporte * George y col., 19972
amyloguefaciens

sién catabélica, nunca antes reportada.

La Tabla 1 resume los principales resultados reportados
en la literatura, y en la cual se observa que la glucosa , po-
tencial causante de la represidn catab6lica, puede adicio-
narse a concentraciones muy elevadas sin que se presente
la represién catabélica en CMS. Cabe mencionar que la
glucosa es una de muchas moléculas represoras. En los es-
tudios referidos en la Tabla 1, ¢l tiempe de fermentacién
para alcanzar los mayores titulos de produccién enzimética
fue notablemente inferior en CMS que en el CML. La con-
centracion de glucosa utilizada en ambos sistemas de fer-
mentacidn, varia considerablemente en dichos estudios, va
que en CML, concentraciones superiores a 0.055-0.16 M,
provocan una represion catabdlica de las enzimas estudia-
das, mientras que en CMS, se pudieron emplear concentra-
ciones de glucosa superiores a 0.55 M. Las explicaciones
existentes sobre este tipo de patrén del fenémeno de induc-
cion-represién en CMS son escasas, y tal vez ninguna de
éstas, por si solas puedan justificar completamente la pre-
sencia de este tipo de patrones, sino més bien, puede ser el
resultado de varias o casi todas estas explicaciones,

Para el entendimiento de las causas que originan patro-

nes de induccion-represién diferentes en CMS y CML, es '

necesario conocerlos primero. Con los resultados obtenidos
por Ramesh y Lonsane™ sobre la produccion de a-amilasa,
en el presente trabajo exponemos los patrones de induccién
y represion en los sistemas de fermentacién que evaluaron.
1a Figura 3, muestra un esquema con valores experimenta-
les, obtenidos al dividir la actividad a-amilasa basal
(medio control sin adicién de glucosa) entre los niveles de
produccion obtenidos con las diferentes concentraciones de
glucosa a un tiempo de 78 h. A medida que aumenta la
concentracién de 1a glucosa, 1a relacién de induccién au-
menta considerablemente, hasta llegar a un punto en que la
relacién de induccién cae dristicamente debido a la repre-
sién catabdlica. Al comparar el patrén obtenido por CMS
con el de CML, es importante hacer notar la capacidad de
CMS para disminuir considerablemente la represién cata-

bélica de la sintesis de la a-amilasa. En CML, al aumentar
la concentracién de glucosa (superior a 0.5%) la represidn
es total, provecando una desadaptacién total, pues se llega
a valores inferiores que la actividad basal.

Debido a que en los trabajos mencionados anteriormen-
te se evalué el fendmeno de induccion-represion enzimati-
ca, en funcidn de los titulos obtenidos de las enzimas estu-
diadas, en trabajos futuros el aspecto méas relevante serd la
blisqueda experimental de los pardmetros (relacién y po-
tencial de induccién, velocidad diferencial de sintesis enzi-
maética, etc.) que modifican los patrones de produccién en
sistemas de CML y CMS, para lo cual, serd necesaric con-
siderar ios siguientes aspectos:

Cualquier microorganismo que sea seleccionado como
modelo de estudio presentard una fisiologia diferente en
CMS y CML, debido a que las condiciones medioambien-
tales difieren totalmente. En estudios relacionados sobre
aspectos fisiolégicos ¥ bioquimicos de CMS, deben consi-
derarse pardmetros tales como la movilidad de agua libre,
grado de empaque, actividad acuosa, entre otros, que influ-
yen marcadamente en la constante de difusién de solutos,
1a cual se modifica y al final se resume en un problema de
transporte de nutrientes. En este caso, se pueden formar zo-
nas de baja concentracién de sustrato, alrededor de las zo-
nas cataliticas (las hifas para los mohos y las células vege-
tativas para levaduras y bacterias). Robson y colaborado-
res,” demostraron experimentalmente a nivel macroscdpi-
co y Giorgiou y Shuler” tedricamente, la formacién de
gradientes de glucosa alrededor de la colonia microbiana,
debido a que el microorganismo consume el sustrato con el
que se encuentra en contacto; en este caso, s¢ pueden for-
mar zonas de baja concentracién del compuesto (halos) al-
rededor de las zonas cataliticas (en este caso, las hifas).
Lépez-Isunza y colaboradores,? reportaron que la evalua-
cidn de la formacion de dichos gradientes en soportes s6li-
dos es factible si se usan modetos meteméticos microscépi-
cos en placas de agar, y resaltan que aun no se ha puesto en
evidencia de forma experimental. Es importante remarcar
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Figura 3. Patrén de Induccién de o-amilasa
en CMS

que hasta el momento se desconoce el orden de concentra-
cidn de los gradientes, la direccidn en que se orientan y co-
mo se estabilizan entre otras cosas mds. Es importante
aclarar que para el CML se parte de que no hay formaciéon
de microgradientes, debido a la agitacién inherente.

Se cree que la existencia de patrones de induccidn-
represion de la sintesis de enzima en CMS tan llamativos,
se debe a diferencias entre los valores de velocidad de di-
fusién y de consumo de los substratos presentes, y esto se
apoya con los resultados obtenidos por Lépez-1sunza y co-
laboradores,” quienes suponen que los microgradientes del
sustrato se forman si la velocidad de difusién del mismo en
el medio es inferior a Ia velocidad de su consumo por el
microorganismo.

St en posteriores estudios se evalia la influencia de
factores tales como, la densidad del empaque de los reacto-
res usados en el CMS, de la actividad de agua, de la con-
centracién real de los substratos en la vecindad de las célu-
las, de la afinidad de las enzimas por tales substratos
(inductores/represores catabdlicos) sobre ¢l patrén de in-
duccién-represion de enzimas, se esperaria una modifica-
cién entre los valores y la relacién -de las velocidades de

- difusién y de consumo de substratos. Una vez establecidos
los valores de difusién v de consumo del sustrato en el me-
dio sélido los resuitados as{ obtenidos, detallardn la in-
fluencia que tiene cada factor evaluado en el CMS sobre
los patrones de induccién-represién de la sintesis de enzi-
mas.

Ademas para comprender perfectamente las diferencias

en los patrones de induccion y represion de la sintesis enzi-
mitica se deberdn considerar otros aspectos importantes
como lo son los relacionados con la presencia de activida-
des proteoliticas que destruyan las enzimas inducidas y las
diferencias en los coeficientes respiratorios en ambos pro-
cesos, ademds de los estudios dirigidos genéticamente
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(obtencién de mutantes resistentes a Ia represion catab6li-
ca) que permitan una mayor comprensién de estos fenéme-
nos.

COMENTARIOS FINALES

Los estudios aqui presentados han reportado que los al-
tos titulos de produccion enzimdtica en la CMS se debe a
una reduccién de la represidn catabdlica. En ellos, se hacen
sugerencias como las aqui discutidas, pues se desconocen
aspectos tan importantes tales como, los patrones y relacio-
nes de induccién y represién catabélica, asf como las tasas
diferenciales de sintesis enzimdtica de los sistemas compa-
rados.

Esto sugiere que para poder establecer diferencias con-
cretas al comparar sistemas tan marcadamente diferentes,
primero deben considerarse los aspectos presentados en es-
te trabajo. Una vez que se haya establecido la influencia de
los diferentes factores mencionados se debera ejecutar la
blsqueda experimental que lleve a encontrar las respuestas
sobre las cuales se logre un mayor entendimiento sobre los
altos titulos obtenidos en la produccién de enzimaética en Ia
CMS.
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