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RESUMEN

En los ultimos afios, el aprovechamiento de residuos agroindustriales a través de
procesos biotecnolégicos ha amentado significativamente. La fermentacion en
estado soélido (FES) ha contribuido enormemente a este propoésito. Por el bajo
contenido de agua libre, la FES es ventajosa para el crecimiento de hongos
filamentosos. Trichoderma sp. es un género de hongos filamentosos implicado en
la descomposicion de residuos agricolas, por o que se considera buen productor

de enzimas lignoceluloliticas.

El objetivo de este trabajo fue demostrar el efecto de la agitacion sobre el
crecimiento y produccion de celulasas y xilanasas por Trichoderma harzianum en
FES. Para lo anterior, se utilizé la cepa T. harzianum PBLA y aserrin de pino como
soporte solido. El crecimiento del microorganismo se determiné indirectamente por
la respiracion del mismo, mediante la produccién en linea de CO2 con el uso de un
respirbmetro. Se evaluaron biorreactores tubulares verticales (BRTV) y de tanque
horizontal (BRTH).

En primer lugar, se evaluo la produccion de CO2 y de enzimas xilanasas y celulasas
a diferentes temperaturas (28, 30, 32 y 34°C) en BRTV. La méxima tasa de
produccion de CO: fue de 6-7 mg CO2/g de materia seca inicial por hora (msi h) a
las 23 h de cultivo, siendo independiente de la temperatura. La maxima produccion
de CO:2 fue de 70 mg CO2/g msi a 34°C, y la mayor actividad xilanasa y celulasa (79
y 8 U/g msi, respectivamente) se obtuvo a 30°C, eligiendo ésta temperatura para
los siguientes estudios. Posteriormente, se evalué la acumulacién de calor
metabdlico en BRTV de 4.7 cm de didmetro. Se demostré que la acumulacién de
calor metabdlico en BRTV fue menor cuando éstos se incubaron en agua que
cuando se mantuvieron en una atmosfera de aire a temperatura controlada. Se

obtuvieron gradientes de temperatura de hasta 5°C.

También se evaluo el efecto de la concentracion de sulfato de magnesio (0.42 y 21
g/L). Como resultado se obtuvo que la concentracion del sulfato de magnesio no

tuvo un efecto sobre la maxima tasa y la produccion de CO2, tasa especifica de
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produccion de COg, tiempo lag, actividad xilanasa y celulasa. La mayor actividad
xilanasa fue de 15 U/g msi al final del cultivo (51 h) y no se detectd actividad
celulasa. Para determinar el tiempo de cultivo de mayor actividad enzimatica, se
realizaron dos cinéticas con diferente tipo de indculo (esporas y micelio), obteniendo
una mayor tasa de produccion de COz2 con el indculo de micelio (8.2 mg CO2/g msi
h) a las 16 h de cultivo. La maxima actividad xilanasa se obtuvo, en ambos casos,
una vez que se consumio toda la glucosa del medio; sin embargo, se obtuvo una
mayor actividad cuando el in6culo fueron esporas (38 U/g msi) en comparacion con

el in6culo con micelio (26 U/g msi).

En la Gltima etapa se evalud el efecto de la agitacién sobre la producciéon de CO:zy
la actividad enzimética en BRTH agitados. La produccion de CO:2 fue mayor en
BRTH agitados (96-111 mg de CO2/g msi) con respecto a la obtenida en BRTV (48-
67 mg CO2/g msi), con una maxima tasa de produccion de casi el doble. Los
parametros como Hcoz y tiempo lag fueron similares en ambos sistemas. La mayor

actividad xilanasa obtenida en los BRTH fue de 34 y 39 U/g msi a las 24 h de cultivo.

Con este trabajo se demuestra la factibilidad técnica del proceso de produccion de
xilanasas por T. harzianum PBLA en biorreactores horizontales con agitacion

intermitente.
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Introduccion

1. Introduccién

La fermentacion en estado sélido (FES) implica el crecimiento de microorganismos
en particulas solidas humedas, en las que los espacios entre las particulas
contienen una fase continda de gas y un minimo de agua. La mayoria del agua en
el sistema esta absorbida dentro de las particulas del sélido (Mitchell y col., 2006).
Los sustratos solidos son tipicamente residuos agroindustriales de bajo costo, como
el salvado de trigo, rastrojo de maiz, paja de trigo o de otra biomasa agricola
(Brijwani y col., 2011).

Durante las ultimas dos décadas, la FES ha tenido un gran interés debido a las
ventajas potenciales de este proceso biotecnolégico en comparacion con la
fermentacién sumergida. Estas ventajas incluyen reactores con volimenes mas
pequefios, menores costos de procesamiento de agua, productividades superiores,
es una técnica simple y se requiere menos energia. Por otro lado, la principal
desventaja se relaciona con la dificultad en el control de parametros de la
fermentacién, como el pH, temperatura y humedad (Hamidi y col, 2004).
Estrategias de operacion, como la aireacion y agitacion tienen un efecto directo
sobre la transferencia de Oz, la eliminacion de calor y el control de la humedad, lo
gue puede mejorar el rendimiento del crecimiento microbiano en biorreactores
(Paulay col., 2007).

Los hongos filamentosos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y suelen
crecer sobre materiales solidos, como plantas, granos y animales. Estos organismos
producen eficientemente diferentes enzimas para degradar estos materiales sélidos
y utilizar los nutrientes para su supervivencia. Dentro de los hongos filamentosos
con mayor capacidad de degradacion de fibra de origen vegetal se encuentra el
género Trichoderma (Ito y col., 2011).

La FES con hongos de rapido crecimiento se asocia con altas tasas de generaciéon
de calor metabdlico. La eliminacion eficiente del calor metabdlico es un reto
importante en el disefio de biorreactores de gran escala para los procesos de FES;
especialmente para aquellos procesos realizados con hongos, en los que es
deseable que el lecho de fermentacion permanezca estatico durante la mayor parte

1




Introduccion

del proceso, ya que un mezclado constante o frecuente causa dafio a las hifas
fungicas al sustrato (Khanahmdi y col., 2006).

En la primera parte de este trabajo se hace una revision de la literatura relacionada
con la fermentacién en estado sodlido, tipos de biorreactores, microorganismos
utilizados para la produccion de enzimas celulasa y xilanasas, asi como algunos
aspectos generales de estas Ultimas. Posteriormente, se presenta la justificacion,
hipotesis y objetivos de este trabajo. A continuacion, se presentan de manera
detallada los métodos y materiales utilizados. En seguida se presentan los
principales resultados obtenidos a lo largo del trabajo experimental,
simultdneamente se discuten los resultados y; al final se presentan las principales

conclusiones de este trabajo.




Revision bibliogrdfica

2. Revision Bibliografica

2.1. Fermentacién en Estado Sélido

El término Fermentaciéon en Estado Solido (FES) indica el cultivo aerobio o
anaerobio de microorganismos que crecen en la superficie o al interior de una matriz
sélida porosa. Esta matriz puede estar constituida por un sustrato humedo o por un
soporte inerte capaz de absorber los nutrientes que se encuentran disueltos en una
solucion sin escurrimiento de liquidos (Roussos y Perraud 1996). La matriz solida
puede ser la fuente de nutrientes o bien, un soporte impregnado por los nutrientes
apropiados, lo que permite el desarrollo de los microorganismos.

La FES se parece al habitat natural de los hongos filamentosos y es, por lo tanto, la
eleccion preferida para los microorganismos para crecer y obtener productos Utiles
de alto valor agregado. La FES tiene grandes aplicaciones industriales y, algunas
de ellas, se ha experimentado un crecimiento sin precedentes (Raniy col., 2009). A
continuacion se presentan algunos ejemplos de aplicacion de FES en bioprocesos
de biorremediacion de sitios contaminados y biodegradacion de compuestos
peligrosos, desintoxicacion biolégica de residuos agroindustriales y bioconversién
de biomasa. La FES ha sido también estudiada para la produccion de productos de
alto valor agregado, tales como, antibioticos, alcaloides vegetales, factores de
crecimiento, enzimas, 4&cidos organicos, biopesticidas, bioherbicidas,

biosurfactantes, compuestos aromaticos, entre otros.

La FES tiene numerosas ventajas, es una técnica sencilla, con baja inversion de
capital, reduccion de energia, baja produccion de aguas residuales, mejor
recuperacion de productos y ausencia de problemas por formacion de espuma
(Lonsane y col.,, 1985). Una ventaja adicional es que la concentracién de los
productos es mayor en la FES con respecto a la fermentacion sumergida. Sin
embargo, a pesar de su éxito en condiciones de laboratorio, las dificultades
tecnoldgicas relacionadas con la transferencia de masa y energia, dificultan la

aplicacién en gran escala (Mitchell y col., 2002)
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2.2. Biorreactores

En todo proceso hay un equipo critico donde se forman los productos a obtener, en
este caso el equipo donde se lleva a cabo la fermentacion es llamado biorreactor.
Este contiene al material biolégico y proporciona las condiciones de operacion
adecuadas para que el microorganismo produzca el compuesto deseado. El disefio
de biorreactores para la fermentacion en estado sélido ha avanzado lentamente en
la dltima década debido a problemas de operacidén, fenomenos de transporte y
escalamiento, por lo que es un area de la biotecnologia que se encuentra en un

estado de intenso desarrollo (Ruiz y col., 2005).

En un proceso de fermentacién, el biorreactor proporciona el entorno para el
crecimiento y la actividad de los microorganismos que llevan a cabo las reacciones
biolégicas. Durante el periodo de fermentacién, el biorreactor debera prevenir la
liberacion de biomasa al medio ambiente, asi como prevenir la entrada de
sustancias extrafias en el medio de reaccion. Un fermentador ideal debera tener
varias caracteristicas, en particular, el material de construccion no debe ser téxico
ni ser afectado por corrosiéon quimica, y debe ser capaz de operar a presiones
superiores a la atmosférica. El biorreactor debe contar con dispositivos adecuados
para la aireacion, agitacion, toma de muestras, carga y descarga, un mecanismo de

enfriamiento para controlar la temperatura dentro de éste.

Los parametros del proceso son factores muy importantes a considerar en el disefio
del biorreactor (Pandey, 1991). Los criterios mas importantes para el disefio de un
biorreactor pueden resumirse del siguiente modo, dependiendo del tipo de
biorreactor y la fermentacion a realizar (Mitchell y col., 2006):

e Eltanque debe disefarse para que funcione asépticamente durante el tiempo
de duracion del proceso bioldgico. Esto prevendra la presencia de
contaminantes durante el proceso.

e Debe permitir una gran area de contacto entre las fases biotica y abi6tica del
sistema, es decir, se debe proporcionar un sistema adecuado de aireaciéon y
agitacion para cubrir las necesidades metabdlicas de los microorganismos.
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e El consumo de energia debe ser minimo.

e Debe de contar con entradas para la adicion de nutrientes y el control de pH.

e EIl crecimiento microbiano es generalmente exotérmico, por lo que, el
biorreactor debe facilitar la transferencia de calor del medio hacia las células
y viceversa, a medida que se produce el crecimiento celular, ademéas de
mantener estable la temperatura deseada.

e Mantener las células uniformemente distribuidas en todo el volumen del
cultivo.

e Suministrar oxigeno a una velocidad tal que satisfaga su demanda.

e Eldisefo debe ser tal que permita mantener el cultivo puro, una vez que todo
el sistema ha sido esterilizado y, posteriormente, inoculado con el

microorganismo deseado.

El disefio y operacion de los biorreactores deben ser optimizados para obtener la
maxima concentracion de productos de la fermentacién, como son la biomasa
microbiana y/o metabolitos en un tiempo minimo y a menor costo de produccion
(Ruiz y col., 2007).

2.3. Tamaiio del reactor

Dentro de los procesos de fermentacion en medio solido existen tres categorias de
biorreactores en funcion de sus dimensiones y/o capacidad de operacion: i) escala
laboratorio, utilizando cantidades de medio s6lido menores a un kilogramo, ii) escala
piloto, donde se utilizan varios kilogramos vy iii) nivel industrial que puede utilizar

hasta varias toneladas (Durand, 2003).

2.3.1. Biorreactores de escala laboratorio

Existen diversos disefios de biorreactores de escala laboratorio. Algunos de los
biorreactores utilizados a escala laboratorio son cajas Petri, matraces Erlenmeyer y
columnas verticales. Estos son utilizados por su simplicidad, control de asepsia y de
temperatura de incubacion en ausencia de acumulacion de calor metabdlico (Ruiz
y col., 2007).
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Biorreactor de columna. Es uno de los sistemas para fermentacion en medio sélido
a nivel laboratorio mas utilizado. Fue desarrollado y patentado por el grupo del
Instituto para la Investigacion y Desarrollo (IRD) en Francia, entre 1975 y 1980. El
sistema para fermentacion esta compuesto por pequefias columnas de dos a cuatro
centimetros de didmetro y veinte centimetros de altura, que son empacadas con un
medio previamente inoculado y puesto en un termorregulador de agua. El equipo
puede estar conectado a un dispositivo para analisis de gases de fermentacion (O2
y CO2). Los requerimientos de oxigeno en procesos aerobios se cubren por

aireacion forzada utilizando compresores con sistemas de regulacion de presion.

2.3.2. Biorreactores a escala semipiloto/piloto
A continuacion se detallan las principales caracteristicas de los biorreactores a

escala semipiloto.

e Tambor horizontal. Es uno de los biorreactores en estado solido mas
utilizado. Se trata de un contenedor rotatorio, perforado o con paletas, con el
fin de obtener una agitacién continua del sustrato sélido para incrementar el
contacto entre paredes del biorreactor y el sustrato, asi como, para proveer
mayor oxigeno al microorganismo. Los equipos rotatorios, desarrollados por
el grupo Several, consisten en un cilindro, con o sin chaqueta con agua para
el control de temperatura, el cual gira lentamente volteando el medio de
cultivo ayudado de pestafias que se encuentran adheridas a la pared.

e Biorreactor Zymotis. Diseflado y desarrollado por el grupo ORSTOM (hoy
IRD), el cual cosiste en platos verticales por donde internamente hay
transferencia de calor debido a la circulacion de agua fria, mientras, que el
aire previamente temporizado es introducido por el fondo del sistema. Entre
cada plato se carga el medio sélido previamente inoculado, dicha cama se
mantiene estatica durante la fermentacion. Este sistema es parecido a los
biorreactores de columna, con la diferencia de que las capas de sustrato
estan verticalmente fijas, por lo tanto es dificil de trabajar en condiciones

asépticas.
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Biorreactores de tornillo sinfin. Su principio es el empleo de un tornillo sin fin
que sirve para alimentar y agitar el material sélido en el biorreactor. Los
estudios correspondientes de mezclado, crecimiento fungico y niveles de
esporulacion han sido llevados a cabo en condiciones exitosas de operacion
continua, debido a que el tiempo de residencia del complejo sustrato-
microorganismo-enzima es menor que en los biorreactores convencionales y
al estar en condiciones cerradas la asepsia es mayor.

Biorreactor columna-charola. Este disefio fue realizado por el departamento
de Investigacion en Alimentos de la Universidad Autbnoma de Coahuila.
Consiste de una columna de 13 pulgadas de altura y un didmetro de 10
pulgadas. En su interior se encuentran ocho charolas perforadas, las cuales
tienen una capacidad de 140 ml cada una. La transferencia de oxigeno es
por burbujeo a través de un distribuidor de aire, permitiendo la transferencia
un flujo de 194 mi/min. La temperatura es regulada por una chaqueta de
enfriamiento y/o calentamiento, por lo que es posible controlar y medir

cambios de temperatura.

2.3.3. Biorreactores de escala piloto e industrial

El nimero de biorreactores utilizados a escala piloto y en la industria es mas escaso

debido a las siguientes limitantes en el proceso de fermentacién (Durand, 2003):

Por arriba de una cierta cantidad critica de sustrato, la eliminacion de calor
se convierte en un problema dificil de resolver y restringe las estrategias de
disefio posibles, el medio se compacta, afectando la transferencia de calor y
masa.

Las propiedades del microorganismo con respecto a su resistencia a la
agitacion mecanica, su necesidad de oxigeno y tolerancia a la temperatura.
Cuando las hifas no tienen septos, pueden ser destruidas por agitacion
mecanica.

La naturaleza del sustrato y la necesidad de pretratarlo
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Procedimientos requeridos para la esterilizacion de medio, inoculacion y
mantenimiento de condiciones asépticas durante el cultivo.
Los problemas de transferencia de calor y masa se pueden relacionar con

ausencia de agitacion y/o bajas tasas de aireacion.

A continuacion se describen los principales tipos de biorreactores a nivel piloto e

industrial.

Biorreactor Biocon. Biocon disefio, desarroll6 y patentd un biorreactor
llamado PlaFactor para llevar a cabo fermentaciones usando matrices
sélidas. El sistema fue diseflado para su operacion controlada vy
automatizada para un proceso similar al de cultivo en charola, el cual ya es
utilizado eficientemente en plantas industriales en Biocon, en el desarrollo de
productos de uso alimenticio. La fermentacion se lleva a cabo en un
biorreactor controlado por computadora. Todas las operaciones del proceso,
como esterilizacién, enfriamiento, inoculacién, control, recuperacién de
producto y post-esterilizaciéon, se realiza en un solo equipo. El equipo consta
de charolas selladas colocadas una sobre la otra formando dos torres unidas
por un eje central. Cada médulo cuenta con un brazo de mezclado, el cual
rota alrededor axialmente, y con canales de remocién de calor metabdlico,
control de humedad, aireacion y vapor para esterilizacién. Este equipo fue
disefiado con el objetivo de remplazar los cuartos de incubacion por un
equipo mas compacto.

Biorreactor de lecho empacado. Sistema de operacion de modo intermitente
el cual puede ser operado por altos periodos de tiempo a un alto valor de
productividad. Los primeros biorreactores constan de un cilindro de vidrio y/o
acero inoxidable, con o sin chaqueta. En este tipo de biorreactores se
presentan problemas de compactacion similares a los presentados en los
equipos de lecho empacado. La reduccion del grado de empaque en el lecho
de fermentacion ha permitido un mejor funcionamiento de este sistema, ya

que se utilizan pedazos de esponjas, troncos naturales, o polimeros
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sintéticos. Dichos soportes son mezclados con el medio sélido a fermentar.
El principio del disefio se basa en proveer aireacion con un flujo de aire

forzado a través del lecho de fermentacion.

2.4. Tipos de soporte

La seleccion de un sustrato apropiado es uno de los aspectos mas importantes para
la obtencion de los productos de interés. Los materiales solidos son no solubles y
actuan como soporte fisico e incluso como fuente de nutrientes. Las caracteristicas
del sustrato solido estan estrechamente relacionadas con los sistemas de FES. Una
de estas caracteristicas es la superficie sobre la que se desarrolla el proceso
(Pandey y col., 2003). Hoy en dia, segun la naturaleza de la fase sélida utilizada se
pueden distinguir dos tipos de sistemas de FES: i) FES en sustratos soélidos

naturales y ii) FES en soportes inertes impregnados (Barrios, 2012).

2.4.1. Sustratos naturales

Los sustratos utilizados suelen ser subproductos agroindustriales como granos de
arroz, tubérculos de yuca, soya, salvado de trigo, harina de maiz y paja de trigo,
entre otros. Estos sustratos pueden requerir de una preparacion o de tratamiento
previo. El picado o la molienda puede ser necesaria para reducir el tamafio de
particula. En ocasiones un pretratamiento térmico o hidrélisis quimica podrian ser
necesarios para aumentar la susceptibilidad al ataque microbiano de

macromoléculas dentro del sélido (Mitchell y col., 2002).

2.4.2. Soportes inertes

La FES en soportes inertes impregnados se utilizé inicialmente para estudios
basicos de FES, ya que la composicion del medio de cultivo puede ser disefiada y
determinada en cualquier momento del cultivo (Barrios, 2012). Algunos ejemplos de
soportes inertes utilizados en FES son, vermiculita, amberlita, agrolita, espuma de

poliuretano y poliestireno (Ooijkaas y col., 2000).

2.5. Microorganismos

Los hongos filamentosos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y suelen

crecer sobre materiales solidos, como plantas, granos y animales. Estos organismos
9
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producen eficientemente diferentes enzimas para degradar estos materiales solidos
y utilizar los nutrientes para su sobrevivencia. La FES ha sido utilizada para la
produccion de alimentos y bebidas tradicionales durante muchos afos (Ito y col.,
2011) y en algunos casos para obtener mejores niveles de produccion de enzimas
y metabolitos por hongos filamentosos, se prefiere realizar el cultivo sélido en lugar
de cultivo liquido (Hoélker y Lenz, 2004). Dentro de los hongos filamentosos con
mayor capacidad de degradacion de fibra de origen vegetal, se encuentra el género

Trichoderma.

El descubrimiento de hongos del género Trichoderma se remonta a la segunda
guerra mundial, cuando las fuerzas aliadas en el Pacifico Sur sufrieron la
destruccion del algodén de sus ropas y tiendas de campafia. El invisible “enemigo”
fue identificado como un microscopico hongo, Trichoderma viride. El hongo fue

renombrado a T. reesei en honor a Elwyn Resseli, quien lo descubrié en 1940.

El informe de Mandels y Sternberg (1976) resume datos de mas de 14000 hongos
recolectados y examinados desde el punto de vista de su actividad celulasa. Debido
a que no se encontraron competidores de T. reesei, con el tiempo se corond como
el “rey” de los hongos celuloliticos (Gusakov, 2011). Trichoderma sp. comprende un
grupo de hongos de la divisibn Ascomycota, aerobios, mesdfilos, comunes en el
suelo en todas las zonas climéticas y prevalecen en la hojarasca de los bosques
hamedos (Nevalainen y col., 1994). Los hongos de este género son colonizadores
de materiales celuldsicos y, por lo tanto, a menudo pueden encontrarse en cualquier
material vegetal en descomposicién, asi como en la rizésfera de plantas, donde se

puede inducir resistencia sistémica frente a patdogenos (Schuster y Schmoll, 2010).

La produccion de celulasas por Trichoderma sp. esta sujeta a una serie de controles
genéticos y bioquimicos. Uno de los controles mas importantes sobre la actividad
de estas enzimas es la inhibicibn por producto final. La dltima enzima de la
secuencia de hidrolisis de celulosa, la celobiosa, es inhibida por glucosa.
Probablemente, el inconveniente mas grave del complejo de celulasas de

Trichoderma sp. es su ineficiencia debido a su baja actividad especifica. Hasta hace
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poco, las cepas disponibles producian celulasas con actividad especifica de
alrededor de 0.6 U/mg de proteina (Montenecourrt, 1983). Las celulasas producidas
por este hongo filamentoso tienen un alto interés industrial, ya que se utilizan
ampliamente en las industrias alimentaria, textil y de pulpa y papel (Dominguez y
col., 2000).

Otra especie importante del género Trichoderma es T. harzianum. A este hongo se
le puede encontrar en suelos y materiales organicos, pues puede adaptarse a
diferentes condiciones ambientales, lo que le facilita su amplia distribucion. T
harzianum es también conocido por su capacidad de produccion de toxinas y
antibioticos. En una etapa temprana de crecimiento, T. harzianum muestra un
micelio color blanco y, eventualmente, desarrolla un color verde oscuro después de
la esporulacion. Las colonias de T. harzianum crecen y maduran rapidamente, a los
cinco dias de incubacion en medio de cultivo agar de papa y dextrosa (PDA) a 25°C.
Las especies de este género prefieren un pH acido de 4.5-5 y se desarrollan en
areas con un excesivo contenido de humedad. Ademas, T. harzianum, produce
enzimas hidroliticas que degradan componentes de la pared celular de muchos
microorganismos, que pueden ser utilizados como fuente de nutrientes (Romero y
col., 2009).

2.6. Celulasas y xilanasas

Las enzimas celuloliticas ocupan so6lo dos posiciones en la nomenclatura
convencional (EC 3.2.1.4 y EC 3.2.1.91). Comprenden uno de los grupos mas
grandes en la clasificacion moderna estructural de glicosil hidrolasas, que incluyen

al menos 15 familias de proteinas y algunas subfamilias (Rabinovich y col., 2002).

Las hidrolasas constituyen aproximadamente el 75% del mercado de enzimas
industriales, entre las cuales se encuentran las glicosidasas, celulasas, amilasas y
hemicelulasas, constituyendo el grupo mas grande después de las proteasas
(Collins y col., 2005). En la Tabla 1 se presentan los principales microorganismos

productores de celulasas y xilanasas.
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Tabla 1. Titulos de produccion de actividades xilanasa y celulasa por diferentes

microorganismos*

Microorganismo

HONGOS

Aspergillus awamori VTT-D-75028
Aspergillus niger KKS

Aspergillus niger sp.

Fusarium oxysporum VTT-D-80134
Thermomyces lanuginosus
Phanerochate chrysosporium
Piromyces sp.strain E 2
Schizophyllum commune
Talaromyces emersonii CBS 814.70
Thermomyces lanuginosus
Trichoderma reesei ATCC 56765

Trichoderma reesei
Trichoderma viride

BACTERIAS

Bacillus SSP-34 506
Bacillus circulans

Bacillus stearothermophilus StrainT6

Bacillus sp.
Bacillus sp.

Bacillus sp. Cepa NCL 87-6-10

Bacillus circulans AB 16

Bacillus stearothermophilus SP

Clostridium absonum CFR-702
Rhodothermus marinus

Streptomyces cuspidosporus

Streptomyces roseiscleroticus NRRLB11019

Streptomyces sp.

Streptomyces sp. QG-11-3
Thermoactinomyces thalophilus subgrupo C

Xilanasa Celulasa
(U/ml) (U/ml)
APF CMCasa
12 0.1 3.2
138 3.9 1.2
76.6 - -
3.7 0.1 0.7
3576 - -
15-20 - 1.8-2.4
7.96 0.1 0.77
1244 65.3 5
56 26.7 2.41
650-780 0.01 0.01
400 - 6
960 0.7 9.6
188 0.55 -
506 0.4 0.2
400 0.05 1.38
2.33 - 0.02
120 - 0.05
11.5 - 1.2
93 - -
19.28 - -
0.35-0.6 - -
258 0 0
1.8-4.03 0.05 0.025
22-35 - 0.29
16.2 - 0.21
35 0 0
96 - -
42 0 0

*Tabla obtenida de Subramaniyan y Prema. (2002)

2.6.1. Celulasas

Celulasa es el nombre genérico para el grupo de enzimas que cataliza la hidrélisis

de la celulosa y oligosacaridos relacionados. La accion sinérgica de los tres tipos de

enzimas celuloliticas,

es decir,

endo-1-4-B-glucanasa (EG, EC 3.2.1.4),
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celobiohidrolasa (CBH, EC 3.2.1.91) y B-glucosidasa (BGL, EC 3.2.1.21) es vital
para la hidrélisis enzimética completa de la celulosa (Narra, 2012).

La accidn caracteristica de las celulasas inicia con un ataque por EG, seguido por
la accion combinada de CBH y EG, con hidrdlisis final de los oligosacaridos
pequefios, de celobiosa a glucosa (Goyal y col., 1991).

Hasta la fecha, la produccién de celulasas se ha estudiado ampliamente en
procesos de cultivo sumergido, pero el costo relativamente alto de la produccién de
enzima ha obstaculizado la aplicacion industrial de bioconversion de celulosa. Liu 'y
col. (2007) reportaron que la fermentacién en estado solido es un proceso atractivo
econdémicamente para producir celulasas, debido a la menor inversion de capital y

menores gastos de operacion en este tipo de bioprocesos

2.6.2. Xilanasas

Las xilanasas son glicosidasas que van desde 6 hasta 80 KDa, son activas a pH
4.5-6.5 y a temperaturas entre 40 y 60°C. Las xilanasas de diferentes fuentes
difieren en sus requerimientos de pH y temperatura. Las xilanasas son o-glicosido
hidrolasas (EC 3.2.1.8) que catalizan la hidrolisis de los enlaces 1,4-3-D-xilosidicos
en el xilano. Son un amplio grupo de enzimas que participa en la produccién de
xilosa, una fuente primaria de carbono para el metabolismo celular. Son producidas
por una gran cantidad de organismos, incluyendo bacterias, algas, hongos,
protozoos y artrépodos. Su nombre sistematico es endo-1,4-B-xilanasa, pero los
términos comunmente usados son xilanasa, endoxilanasa, 1,4- [B-D-xilano-
xilanohidrolasa, endo-1,4-B-D-xilanasa, B-1,4-xilanasa y B-xilanasa (Collins y col,
2005, Sadiq y col, 2008).

Entre las fuentes microbianas, los hongos filamentosos son especialmente
importantes, ya que secretan estas enzimas y sus niveles de xilanasas son mucho

mas altos que los encontrados en levaduras y bacterias (Tabla 1).

Las xilanasas pueden ser producidas industrialmente por fermentacion en estado

liquido o por FES, pero debe tenerse en cuenta que alrededor del 80-90% de todas
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las xilanasas son producidas en FEL. En FES se utiliza salvado de trigo y arroz

como inductores.

Las xilanasas comerciales son producidas industrialmente en Japon, Finlandia,
Alemania, Irlanda, Dinamarca, Canaday los EE.UU. Los microorganismos utilizados
industrialmente para obtener estas enzimas son, ademéas de algunas bacterias,
Aspergillus niger, Trichoderma sp. y Humicola insolens. Las xilanasas comenzaron
a ser utilizadas en la década de los 80. En 2005, las xilanasas y celulasas junto con
las pectinasas, representaron el 29% del mercado mundial de enzimas (Polizeli y
col, 2005).

Las xilanasas tienen amplias aplicaciones industriales. Se utilizan en la produccion
de productos quimicos a granel, tratamiento enzimatico para liberar azicares de
pentosa, bio-blanqueo de pastas de madera, como aditivos alimentarios en
industrias de panificacién, ingredientes de los detergentes de lavanderia o
composiciones de cuidados de tejidos (Juturu y Chuan, 2012). En la Tabla 2
presentan algunas caracteristicas relevantes de xilanasas producidas por diferentes

microorganismos.
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Tabla 2. Caracteristicas de algunas xilanasas producidas por diferentes microorganismos*

Microorganismo Peso Molecular pH Temperatura
(KDa) optimo optima (°C)

Acrophialophora nainiana 22 7 55
Aspergillus aculeatus 18, 26, 52 4,4,5 50, 50, 70
Aspergillus awamori 39, 23, 26 4-5.5 45-55
Aspergillus fischeri 31 6 60
Aspergillus fumigatus 19,8.5 5.5 55
Aspergillus kawachii 35,26,29 55,45,2 60, 55, 50
Aspergillus nidulans 22,34 55,6 62,56
Aspergillus nidulans KK-99 Nd 8 55
Aspergillus oryzae 35 5 60
Aspergillus sojae 33, 36 5,55 60, 50
Aspergillus sp. 26 5 50
Aspergillus terreus nd 7 50
Aspergillus versicolor 19 6 55
Aureobasidium pullulans 25 4.4 54
Bacillus sp. 99 6 75
Cryptococcus sp. 22 2 40
Myceliophthora sp 53 6 75
Penicillium capsulatum 22 3.48 48
Penicillium sp. 25 2 50
Streptomyces sp 24.5, 37.5, 38 6-8 55-60
Thermomyces lanuginosus 24.7 6-6.5 70
Trichoderma harzianum 20 5 50
Trichoderma longibrachiatum 37.7 5-6 45
Trichoderma reesei 20,19 5-5.5,4-4.5 45, 40
Trichoderma viride 22 5 53

nd = no determinada

*Tabla obtenida de Polizeli y col. (2005).
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3. Justificacion

T. harzianum es un hongo termosensible que es utilizado para la produccion de
enzimas celuloliticas que pueden ser producidas por FES. Sin embargo, la FES
presenta desventajas relacionadas con la transferencia de calor y masa, que
dificultan su aplicacion a gran escala. Estos inconvenientes pueden ser resueltos
mediante estrategias de control de proceso; en particular, la remocion de calor
metabolico, empleando estrategias asociadas con la aireacion y agitacion del
cultivo, puede permitir mantener la temperatura necesaria para el desarrollo del

microorganismo.
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4. Antecedentes

Delabona y col. (2012) produjeron un complejo de enzimas celuloliticas (FPasa,
xilanasa y B-glucosidasa) a partir de T. harzianum cultivado bajo diferentes
condiciones. Primero evaluaron diferentes fuentes de carbono en un cultivo en
matraz agitado. Posteriormente, la produccion se evaluo bajo diferentes condiciones
de pH (5-6), utilizando un biorreactor de tanque agitado (BioFlo115 Fermenter de
3L), el volumen de trabajo fue de 1.5 L a 29°C, con agitacion periddica. Se
obtuvieron actividades de 1.21 U/ml, 80 U/ml y 17.3 U/ml (FPasa, xilanasa y B-
glucosidasa respectivamente). EI complejo enzimatico obtenido fue utilizado para
hidrolizar bagazo de cafa pretratado y lo compararon con enzimas de T. reesei
RutC30, obteniendo un rendimiento similar. Por lo anterior, se considera que T.

harzianum tiene potencial para la produccion de éstas enzimas.

Rezende y col. (2002) produjeron xilanasas por T. harzianum usando bagazo de
cafia como sustrato. El bagazo se lavo, se secd, se molié y se humedecio con un
medio minimo de sales, los cultivos fueron crecidos a 28°C durante 7 dias. Se
realizaron dos métodos de extraccion de enzimas: a) con Tween-80 0.1% (v/v), en
solucion salina fisiolégica y b) con amortiguador de acetatos 50 mM, pH 5, bajo
agitacion de 180 rpm durante 15, 30 y 60 min. Después de una extraccion simple,
con ambos métodos de extraccion se obtuvo una actividad media de xilanasa de 15
U/ml, independientemente del tiempo de agitacion. En una segunda y tercera
extraccion se recuperd 10.4 y 6.6 U/ml de actividad xilanasa, respectivamente. El
perfil de crecimiento de T. harzianum se monitoreé por 20 dias en 14% (p/v) de

bagazo, y la mas alta actividad xilanasa (288 U/ml) se encontro en el séptimo dia.

Bohmer y col. (2011) realizaron estudios de FES utilizando Trametes hirsuta, un
basidiomiceto filamentoso. Como sustrato soélido, utilizaron 1.8 Kg de viruta de pino
y 2.1 Kg de cascaras de naranja, en un reactor novedoso que permite la mezcla del
material inoculado durante la fermentacion. Se afiadio sulfato de cobre o xilidina

(2,5-dimetilanilina) para mejorar la produccién de enzimas, especialmente lacasas.

17




Antecedentes

Sus estudios demostraron que el efecto de los aditivos en FES fue bajo, mientras
que la eleccion del material solido y la rotacion del recipiente del reactor mostraron
una influencia significativa. También observaron que la viruta de pino no estimula la
produccion de lacasa; sin embargo, con la cascara de naranja la produccion de
lacasas fue significativamente mayor 207 + 4.4 U/L (mmol/L min). Se demostré que
los rendimientos de espacio-tiempo para las fermentaciones sobre sustratos de
bajo costo puede producir enzimas extracelulares efectivamente a una velocidad

suficiente por un método de cultivo que requiere un equipo de tecnologia bajo.

Ghulam y col. (2003), llevaron a cabo FES con cascara de citricos y T. harzianum a
pH 5.5 y 28°C durante 72h. Se observo que la adicion de extracto de levadura y
Tween-80 favorecid la produccion de pectina liasa, mientras que la adicion de
peptona mostré un efecto negativo sobre el crecimiento microbiano. La maxima
actividad de pectina liasa (24.1 U/mg) se registr6 después de 72h con 70% de
humedad en presencia de extracto de levadura (0.4%), 2.5 ml de inéculo (25%) y
0.2% de Tween-80. Este grupo encontré un mayor rendimiento en FES (15.55 U/ml
min) en comparacion con FEL (10.57 U/ml min), en donde una unidad de actividad
enzimatica se defini6 como el cambio de absorbancia por hora por ml de extracto

enzimaético.

Rodriguez y col. (2011), utilizaron un biorreactor de tambor horizontal cargado con
2 Kg de sustrato con una humedad inicial de 60% con una solucion nutritiva para la
produccion de pectinasas y xilanasas con Aspergillus niger, evaluando diferentes
condiciones de aireacion. ElI mejor flujo de aireaciéon fue de 1 VKgM (flujo
volumétrico de aire por kg de medio), lo que permitié una cantidad suficiente de Oz
para el crecimiento fungico, donde se obtuvieron 256 U/g y 65 U/g de pectinasa y
xilanasa respectivamente. La tasa de crecimiento especifico y el rendimiento de
oxigeno disminuyeron durante la fermentacién, mientras que aumenté el coeficiente

de mantenimiento para las diferentes fuentes de carbono.
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Hipotesis

5. Hipotesis
La agitacion mecanica con aireacion forzada favorecera la remocion de calor

metabdlico sin dafar la integridad del micelio durante el cultivo de T. harzianum

PBLA en biorreactores agitados de FES para la produccién de celulasas y xilanasas.
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Objetivos

6. Objetivos

6.1. General
Demostrar el efecto positivo de la agitacion sobre la produccién de xilanasas y

celulasas por T. harzianum PBLA en biorreactores agitados de FES

6.2. Particulares
e Disefiar un medio de cultivo definido para los estudios de crecimiento y
produccién de enzimas por T. harzianum PBLA.
e Determinar el efecto de la temperatura sobre las diferentes fases de
crecimiento y la produccion de enzimas.
e Evaluar el crecimiento de T. harzianum PBLA y la produccién de celulasas

y xilanasas utilizando reactores estéticos y agitados.
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7. Materiales y métodos

7.1. Microorganismo

El microorganismo utilizado en este trabajo fue T. harzianum PBLA. La cepa fue
donada por el Dr. Alfredo Martinez Jiménez del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

7.2. Medios de cultivo
Todos los medios preparados en este trabajo se prepararon con agua comercial

Bonafont ®.

7.2.1. Medio de cultivo para la esporulacion
El crecimiento del microorganismo se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer de 250
ml que contenian 50 ml de Agar-Papa-Dextrosa (PDA) y fueron incubados a 30°C

por 7 dias.

7.2.2. Medio de cultivo para micelio
El crecimiento de micelio se llev6 a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 ml
bafleados, que contenian entre 30 y 60 ml de medio YPD con la siguiente
composicién (g/L): extracto de levadura, 20; polipeptona, 20; dextrosa, 40. Fueron
incubados 150 rpm a 30°C por 72 h.

7.2.3. Medio de cultivo para la produccion de celulasas y xilanasas
La composicion del medio de cultivo para la produccion de celulasas y xilanasas fue
la siguiente (g/L): glucosa, 50; KH2PO4, 5; NH4NOs3, 5; urea, 2; MgSO4*7H20, 0.42;
CaClz, 1; peptona, 5; NaCl, 5; 1ml/L de una solucion de oligoelementos (g/100ml):
FeS04*7H20, 0.5; MnSO4*7H20, 0.061; ZnSO4*7H20, 0.1; CoCl2*H20, 0.036; el pH
se ajustd a pH 6 (Kumar y col., 2008).

7.3. Suspension de esporas
La suspensién de esporas se obtuvo adicionando 10 ml de una solucion de Tween-

80 al 0.05% a cada matraz Erlenmeyer previamente inoculado con T. harzianum
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PBLA en medio PDA e incubados a 30°C por 7 dias. La cosecha de esporas se hizo

mediante un agitador magnético y una parrilla con agitacion.

La concentracion de esporas en la suspension se determiné en una camara de

Neubauer.

7.4. Soporte

El soporte utilizado fue aserrin de pino “multiusos” adquirido en tiendas
departamentales. El aserrin fue pretratado antes de utilizarse, de acuerdo con el
siguiente procedimiento. El aserrin fue tamizado con tamices de malla 12, 16 y 40.
Se selecciono la fraccion retenida entre las mallas 16 y 40 (tamafio de particula 0.42
a 3.3 mm). Posteriormente, se lavoé con abundante agua caliente, después se lavo

con agua destilada fria y, finalmente, se sec6 a 60°C por 48 h.

7.5. Fermentacién

Para llevar a cabo la fermentacion, el aserrin fue impregnado con el medio de cultivo
previamente inoculado con 2x107 esporas por gramo de aserrin seco. Se utilizé una
relacion medio de cultivo liquido inoculado:aserrin de pino 1.85:1 (v/p); resultando
en una humedad inicial cercana a 65% (p/p). El aserrin impregnado con el medio

inoculado se coloco en los fermentadores y se incubd a 30°C.

Se utilizaron dos tipos de biorreactores: columnas y tanque agitado, que seran

denominados de la siguiente manera.

e Biorreactor tubular vertical (BRTV): son columnas de vidrio de 2.3 cm y 4.5
cm de diametro y 20 cm de altura, cuentan con entrada y salida de aire. Estos
se incubaron en un bafio con agua o en un cuarto de incubacion (Fig. 1).

e Biorreactor tubular horizontal agitado (BRTH): que por cuestiones de

confidencialidad no sera descrito.

Para empacar los biorreactores se realizo el siguiente procedimiento:

BRTV: Se registro el peso de cada BRTV vacio, después fueron empacados con el

aserrin ya impregnado del medio inoculado y se volvieron a pesar.
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BRTH: El aserrin se coloc6 en una bolsa de plastico, se mezcl6 con el medio
inoculado, se peso la bolsa, se empacé el reactor y nuevamente se peso la bolsa.

Este procedimiento se realizé bajo condiciones asépticas.

Figura 1. Biorreactores tubulares verticales empacados con aserrin inoculado con T.
harzianum PBLA incubados en un bafio con agua a 30°C.

7.5.1. Condiciones de operacién
Los ensayos experimentales realizados en este trabajo, son descritos en forma

general en la Tabla 4 y, a continuacion seran descritas a detalle.

Debemos resaltar que el uso de un indculo con micelio fue debido al bajo indice de
esporulacién, lo que impedia inocular las cantidades de aserrin necesarias en los

ensayos.
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Tabla 3. Condiciones de operacion de los reactores

Capitulo Tipo de Sulfato (.je Tipo de . Tipo d.e,
. magnesio o incubacion
biorreactor inéculo
(9/L)
BRTV
8.1 23 cm & 21 Esporas B-agua
B-agua: para BRTV
BRTV 0.021 Esporas g dep2 3
8.2 2.3cm@y y a—gaseo.sa para
. o
4.7cm @ 0.42 Micelio BRTV de 4.7
BRTV
8.3 23cm @ 21y 0.42 Esporas B-agua
BRTV Esporas
4 42% B-
8 23cm @ 0 Micelio agua
BRTV de 2.3
8.5 cm@y 0.42* Micelio B-agua y chaqueta
BRTH

(*)Estos ensayos fueron preparados por error con una concentracion de Urea de 5 g/L, generalmente
en el medio su concentracién fue de 2g/L (Seccion 7.2.2).
B-agua: es bafio con agua a 30°C; a-gaseosa: atmésfera gaseosa a 30°C.

7.5.1.1. (Capitulo 8.1) Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y

produccion de enzimas por T. harzianum PBLA en FES

Se incubaron 8 BRTV de 2.3 cm de diametro interno. Se evaluaron 4 temperaturas;
28, 30, 32 y 34°C (dos BRTYV para cada temperatura) y se incubaron durante 48 h
con un flujo de aire himedo de 40 y 45 ml/min, aproximadamente 0.5 VKgM, donde
1 VKgM se define como el flujo volumétrico de aire por kilogramo de materia hUmeda
(Rodriguez y col., 2011). Dado que la acumulacion de calor metabdlico inicia
después de la fase de germinacion, todos los cultivos se iniciaron a 28°C en un bafo
con agua al terminar la fase de germinacion, después de 16 h, se cambid la
temperatura de incubacién a la temperatura de estudio. El crecimiento se determiné

indirectamente a través de la produccion de COa.

24




Materiales y métodos

7.5.1.2. (Capitulo 8.2) Acumulacion de calor metabdlico en BRTV.

Para determinar el efecto de la acumulacién de calor metabdlico sobre la produccion
de CO2, xilanasas y celulasas se usaron BRTV de 2.3 y 4.7 cm de diametro
inoculados con esporas y micelio. EI micelio se produjo en medio liquido con medio
YPD (Seccion 7.2.2), y se in6culo en una proporcion de 10% v/v respecto al medio

liguido usado para impregnar el aserrin.

Para favorecer la acumulacion de calor metabdlico, los BRTV de 4.7 cm de diametro
se incubaron en atmodsfera gaseosa. Como control, se determiné la produccion de
CO2 y de enzimas en BRTV de 2.3 cm incubados en agua. En todos los casos la
aireacion fue de 1VKgM. Para determinar la acumulacion de calor metabdlico en los

BRTYV, se colocaron cuatro termopares a diferentes distancias axiales (Fig. 8).

——
I 9cem

IScm

|3cm

IOcm

Figura 2. Esquema de BRTV de 4.7 cm de didmetro. La distancia indica la altura en la que se
colocaron los termopares.
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Para este estudio se modifico la composicion del medio de cultivo; en particular, se
redujo la concentracién de sulfato de magnesio heptahidratado de 21 a 0.021 g/L.
Este cambio fue debido a, que observamos que el medio utilizado por Kumar y col.
(2008) fue muy alta (21g/L), por lo cual se decidié disminuirla por ese momento a

0.021 g/L y, posteriormente evaluar bien el efecto que este obtendria.

7.5.1.3. (Capitulo 8.3) Efecto de la concentracion de MgSOs sobre la
produccion de CO2y la actividad enzimatica con T. harzianum PBLA
en FES.

Para este estudio se evaluaron dos concentraciones de MgSOa4 (21y 0.42 g/L). Se
utilizaron 8 BRTV de 2.3 cm de diametro para cada uno y se incubaron en un bafio
con agua a 30°C durante 51. Se tomaron muestras a las 23, 29, 47 y finalmente a
las 51 h, es decir, se retiraron dos BRTV en cada uno de estos tiempos, soélo en el
tiempo de 51 h se retiraron 3 BRTV, que fueron los utilizados para el monitoreo de

la produccién de COz. La aireacion fue de aproximadamente 0.5 VKgM.

7.5.1.4. (Capitulo 8.4) Cinética de crecimiento de T. harzianum PBLA 'y

produccion de enzimas

En este estudio se realizaron dos cinéticas de producciéon de enzimas para estimar
el tiempo de mayor actividad enzimatica, utilizando dos tipos de inéculo (suspensién
de esporas y micelio). Para ello, se usaron 16 y 14 BRTV de 2.3 cm de diametro
para el ensayo con inodculo de esporas y micelio, respectivamente. Los biorreactores
fueron incubados a 30°C en un bafilo de agua, con un flujo de aire de
aproximadamente 1-1.3 VKgM. El medio fue preparado con 0.021 y 0.42 g/L de

sulfato de magnesio para indculo con esporas y micelio, respectivamente.
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7.5.1.5. (Capitulo 8.5) Crecimiento de T. harzianum PBLA y produccién de
enzimas en biorreactor de tanque agitado

Para definir el periodo de agitaciéon del BRTH se utilizaron como referencia pco2
obtenida en capitulos anteriores. Es decir, se calculo el valor de tiempo de
duplicacién a partir de la tasa especifica de produccion de CO2. Con base en ello,
la agitacion en los BRTH fue de 3 rpm cada 1.5 h. Los BRTV y BRTH se incubaron
en un bafio con agua y chaqueta, respectivamente durante 38 h. Los BRTH agitados
se operaron con aproximadamente 800 g de materia himeda, el flujo utilizado fue
de 400 ml de aire/min (0.5 VKgM). Los biorreactores fueron monitoreados en linea

para la produccion de COs-.

Posteriormente se realiz6 una cinética en BRTV y BRTH durante 62 h, bajo las
mismas condiciones, es decir, se tomaron muestras a las 12, 18, 24, 40, 48 y
finalmente a las 62 h. En el BRTH las muestras se tomaron de la siguiente manera;
en cada tiempo de muestreo se abria el biorreactor y se colocé un termémetro de
mercurio en el lecho del mismo, posteriormente se tomaban muestras de la parte
del centro y cerca de la entrada y salida del BRTH, estas muestras se colocaron en
bolsas de plastico previamente taradas, registrando el peso del aserrin para
después corregirlo en el calculo de los parametros. Los estudios se realizaron por

cuadruplicado en BRTV y por duplicado en BRTH.

7.6. Estimacion indirecta del crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano fue determinado indirectamente por respirometria, a
través de la produccion de CO2 y el consumo de O2 durante el cultivo, que fueron
monitoreados mediante un sistema en linea. El sistema consiste en un respirbmetro
gue cuantifica el CO2y Oz en la corriente gaseosa de la salida de los fermentadores.
La corriente pasa, a través de un medidor de flujo, a los detectores de CO2y O2y
los datos son almacenados en un Datalogger M6 (Fig. 3, Solicitud de patente
MX/a/2013/004638).
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Figura 3. Diagrama del sistema de respirometria. 1: compresor de aire; 2: regulador de
presion; 3: bafio con agua; 4: columnas o BR; 5: columnas con silica; 6: valvulas solenoide; 7:
medidor de flujo; 8: detector de CO: infrarrojo; 9: detector de Oz; 10: venteo; 11: controlador
I6gico programable (PLC); 12: Datalogger M6+; 13: computadora.

7.7. Determinacion de pardmetros de crecimiento

Los valores de flujo, CO2 y Oz se cuantificaron con el metabolimetro antes descrito
(Torres-Mancera, 2013) en intervalos de 20 a 50 minutos, obteniéndose al menos

40 datos para cada unidad experimental.

La tasa especifica de produccion de CO:2 (ucoz) se determino de acuerdo con lo
reportado por Saucedo y col. (1994). Para ello, los valores de produccion de COz2
expresados como mg CO2/g msi, se ajustaron con dos modelos diferentes
(exponencial (Ec. 1y 2) y logistico (Ec. 3y 4), seleccionando el modelo exponencial.

Para la estimacion de pco2 se selecciono el intervalo desde el tiempo inicial al tiempo
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en el que se obtiene la maxima tasa de produccion de COz. La producciéon de COz2
se obtuvo por integracién numérica de los datos de tasa de produccion de CO2 en

funcién del tiempo.

Forma diferencial Forma integrada

‘Z—f= uX (Ec.1)  X=X,e (Ec.?2)

El modelo logistico (Ec. 3 y 4) es de los modelos mas utilizados para ajustar los
datos de crecimiento microbiano, ya que la curva logistica integrada es sigmoidal y
simétrica con respecto al punto central de inflexion y consta de tres fases, similares

a una curva de crecimiento microbiano.

Forma diferencial Forma integrada

dX X Xim
E=px(1-ﬂ) (Ec.3) X= —2" _  (Ec.4)

1+<(§—?)-1>e‘“‘

El tiempo lag de produccion de CO:2 se estim0 a través de la interseccion de una
recta obtenida de la funcion logaritmo natural de la integral de CO2 en funcion del
tiempo, considerando el intervalo entre el final del tiempo lag y el tiempo de la

méaxima tasa de produccién de COa.

7.8. Determinacion del coeficiente respiratorio (CR)

El coeficiente respiratorio fue determinado con base a la relacion de los valores
acumulados de produccion de CO: entre los valores acumulados del consumo de
Oo2.
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7.9. Metodos analiticos

Los métodos analiticos se realizaron sobre las muestras obtenidas en cada ensayo
Como se mencioné en la Seccion 7.5.1., en algunos estudios realizados las
muestras fueron tomadas al final del cultivo, y en las cinéticas las muestras
corresponden a cada uno de los tiempos de muestreo. En todos los casos las
muestras fueron tratadas como se describe a continuacion. Inmediatamente
después de la toma de muestra, el BRTV o la muestra del BRTH se mantuvieron a
4°C por 30 min para detener el metabolismo microbiano. Posteriormente, la muestra
se homogeniza por mezclado mecénico y se toman 10 g para andlisis de humedad,

pH, aw, glucosa y actividades celulasa y xilanasa.

Para los analisis de pH, glucosa y actividad enzimatica, se tomo6 aproximadamente
1 g de muestra himeda y se adicionaron 10 ml de agua destilada, se agitdé en vortex
por 30 segundos y se tomaron 4 ml que se distribuyeron en 2 tubos Eppendorf que
se congelaron inmediatamente (extractos) hasta su posterior analisis de glucosay

actividades enzimaticas.

7.9.1. Determinacion de pH

El pH se determind por potenciometria en un equipo Conductronic pH-120 y fue
medido en la suspension obtenida al adicionar 10 ml de agua a 1 g de materia
hiameda fermentada. La calibracion del equipo se realizd6 con soluciones

amortiguadoras estandar pH 4y 7 (J.T. Baker).

7.9.2. Glucosa

Para el analisis de glucosa se utilizaron los extractos obtenidos después de
adicionar 10 ml de agua sobre 1 g de muestra humeda. Se utilizé un Kit enzimatico
de glucosa (Glucose-LQ SPINREACT). En tubos de ensayo se colocaron 1mi del
reactivo de Glucose-LQ y se adiciond 0.1ml del extracto, se incubaron a 30°C a
temperatura ambiente y al término de este tiempo se determiné la absorbancia a
505 nm con un espectrofotometro SHIMADZU UV Spectrophotometer UV-1800.
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7.9.3. Actividad de agua

La actividad de agua (aw) se midi6 directamente sobre la materia humeda
previamente homogeneizada. Se coloco aproximadamente 1 g de materia hUumeda
en un contenedor para el equipo Aqua Lab Il CX-2 Labsen Scientific. El equipo fue

calibrado con agua destilada ajustando el valor a 1.

7.9.4. Humedad

La humedad se midié directamente sobre la materia himeda previamente
homogeneizada. Se colocé 1 g de materia hUmeda en un contenedor para en una
termobalanza (Ohaus MB 45).

7.9.5. Actividad enzimética

Las actividades enziméticas celulasa y xilanasa fueron determinadas en los
extractos. Como sustratos se utilizo carboximetilcelulosa y xilano de abedul (0.25%,
p/v), respectivamente, en amortiguador de citratos 0.1M a pH 5.2. A continuacién

se describe el procedimiento para cada enzima.

7.95.1. Actividad celulasa

Se colocaron tubos de vidrio en un bafio con agua a 40°C con 0.9 ml de solucién de
carboximetilcelulosa (0.25%, p/v). Posteriormente, cada 15 segundos, se
adicionaron 0.1 ml de extracto en el tubo correspondiente, se incubé 30 minutos y
la reaccion se detuvo con la adicion de 1.5 ml de reactivo DNS cada 15 segundos.
El tiempo de 15 segundos fue para garantizar que todos los tubos tuvieran el mismo
tiempo de reaccion, ya que cada tubo tenia una diferencia 15 segundos desde el
momento de adicionar el extracto. Una Unidad de actividad celulasa (U), se define
como la cantidad de enzima que libera 1umol de azucares reductores (glucosa) por

minuto en las condiciones de reaccion.

7.9.5.2. Actividad xilanasa

Se colocaron tubos de vidrio en un bafio con agua a 40°C con 0.9 ml de solucion de
xilano de abedul (0.25%, p/v). Posteriormente, cada 15 segundos se adicionaron
0.1 ml de cada extracto en el tubo correspondiente, se incub6 por 15 minutos, y la
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reaccion se detuvo adicionando 1.5 ml de reactivo DNS cada 15 segundos. El
tiempo de 15 segundos fue para garantizar que todos los tubos tuvieran el mismo
tiempo de reaccion, ya que cada tubo tenia una diferencia 15 segundos desde el
momento de adicionar el extracto Una unidad xilanasa de define como la cantidad
de enzima que libera 1umol de azlcares reductores (xilosa) por minuto en las

condiciones de reaccion.

Para determinar la concentracion de azucares reductores en el extracto, se
prepararon tubos control adicionando 0.9 ml de agua destilada, 1.5 ml de reactivo
DNS y 0.1 ml de cada extracto enzimético. Para determinar la concentracion de
azucares reductores en los sustratos (CMC y xilano de abedul) se prepararon dos
tubos de cada sustrato con 0.9 ml de sustrato, 1.5 ml de reactivo DNS y 0.1ml de
agua. Se utilizaron como estandar glucosa y xilosa con una concentracion de 1 g/L.
Después del tiempo de incubacion los tubos se colocaron en un bafio con agua fria
por 10 minutos y se determind la absorbancia a 640 nm con un espectrofotdmetro
SHIMADZU UV Spectrophotometer UV-1800.

7.10. Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante el software IBM-SPSS 18. Las medias se
compararon por la prueba de Tukey con un a=0.05. Con respecto a la tasa de
produccién de COg2, producciébn de CO: y cinéticas enzimaticas, el analisis

estadistico se realizé con los maximos valores obtenidos.
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8. Resultados y discusion

En una primera etapa se determiné la composicion del medio de cultivo evaluando
diferentes concentraciones de MgSO4 y el efecto de la temperatura sobre la
produccion de CO2, celulasas y xilanasas por T. harzianum en biorreactores
tubulares verticales (BRTV). Posteriormente, se realizaron estudios de acumulacion
de calor en BRTV. Finalmente, se determind el efecto de la produccién de CO2 y
produccion de enzimas en biorreactores tubulares horizontales (BRTH) con

agitacion.

Cada ensayo se realizd de forma similar; sin embargo, se vario la composicion del
medio de cultivo (contenido de sulfato de magnesio), el tipo de in6culo (esporas o
micelio) y el tipo de incubacién (bafio con agua, chaqueta, o atmdésfera gaseosa).
En la Tabla 4 se presentan los detalles de los ensayos realizados durante el trabajo
experimental que corresponden a cada uno de los capitulos que se irAn mostrando

durante este escrito.
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8.1. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y produccion de

enzimas por T. harzianum PBLA en FES

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la temperatura sobre el

crecimiento de T. harzianum PBLA.

En la Figura 4 se presenta la tasa de produccion de CO:2 en funcién del tiempo (Fig.
4) y en la Figura 5 se muestra la produccién acumulada de CO2 en funcion del
tiempo a las 4 temperaturas evaluadas. En todos los casos se obtuvo la méaxima
tasa de produccion de CO:2 alas 23 h de incubacion. Ademas, los valores de la tasa
méaxima de produccion de CO2 obtenida en cada temperatura fueron entre 6 y 7 mg

CO2/g msi h, no habiendo diferencia significativa.

A pesar de que los perfiles de produccion de CO:2 (Fig. 5) fueron similares, la
produccion final total de CO2 se encontr6 entre 50 y 70 mg CO2/g msi, siendo mayor
(entre 4y 11 unidades) a 32 y 34°C con respecto a 28 y 30°C (Tabla 4), sin embargo,
no hubo diferencia significativa.
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Figura 4. Tasa de produccién de CO:z en funcidn del tiempo durante el cultivo de T. harzianum
PBLA en FES con diferentes temperaturas de incubacion.
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Figura 5. Produccion de CO:2 en funcién del tiempo durante el cultivo de T. harzianum PBLA
en FES con diferente temperatura de incubacion.

Tabla 4. M&xima produccion de CO:zen funcién del tiempo

Temperatura 28 30 32 34
(°C)
Produccion
de CO2

60.14 £ 0.162 56.57 +3.992 64.89 +3.292 67.08 + 3.282

Letras iguales indican que no hay diferencia significativa en los valores de maxima produccion de
CO:en las temperaturas evaluadas.

En la Figura 6 se presentan los valores de la tasa especifica de produccion de CO:2

(Hcoz) en funcion de la temperatura. Estos valores fueron obtenidos con los modelos

exponencial y logistico en su forma integral.
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Figura 6. Tasa especifica de produccion de COz2 ([coz) en funcion de las temperaturas
evaluadas durante el cultivo de T. harzianum PBLA en FES. Letras iguales indican que no hay
diferencia significativa en los valores de pcoz en las temperaturas evaluadas.

Los valores de las tasas especificas de produccion de CO2 obtenidos con el modelo
logistico fueron ligeramente mayores a los obtenidos con el modelo exponencial y
también presentaron desviaciones estdndar mayores. El coeficiente de
determinacion (R?) para ambos modelos fue superior a 99%, lo que demuestra que
ambos explican un alto porcentaje de la variabilidad de los datos. Sin embargo, se
puede ver (Fig. 5) que después de la fase de desaceleracion, la produccion de COz2
aumento sin llegar a ser asintotica. Por esta razon se decidio utilizar el modelo

exponencial para la estimacion de la tasa especifica de produccion de CO2.

En la Fig. 7 se muestran las actividades xilanasa y celulasa en funcién de la

temperatura de incubacion.
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Figura 7. Actividad xilanasa y celulasa al final del cultivo en funcién de la temperatura de
incubacion de T. harzianum PBLA en FES. Letras iguales indican que no hay diferencia
significativa en los valores de actividad enzimatica en las temperaturas evaluadas.

Los resultados muestran que hubo mayor actividad xilanasa respecto a la actividad
celulasa. La maxima actividad xilanasa fue de 80 U/g msi con una temperatura de
32°C, sin embargo, podemos observar que no hubo diferencia significativa, por lo
cual la actividad xilanasa fue independiente de la temperatura de incubacién. En
cambio, la actividad celulasa fue significativamente diferente, donde la mayor
actividad fue de 8y 6 U/g msi con temperaturas de 30 y 34 °C, respectivamente, y
al no haber diferencias entre estas dos temperaturas y, que energéticamente es
menos costoso mantener condiciones a 30°C con respecto a 34°C, se decidio que
30°C fue la temperatura adecuada para la produccion de estas enzimas con T.

harzianum.

Deschamps y col. (1985) produjeron celulasas en reactores estaticos y agitados en
FES con T. harzianum F-470, obteniendo 18 U/g en columnas y 11 U/g en tanque
agitado. Estos autores observaron que la temperatura 6ptima para la produccién de
enzimas fue de 30°C. Esta temperatura es la misma en la que en el presente
trabajo se obtuvo la mayor actividad celulasa en las cuatro temperaturas evaluadas.

El hecho de que la actividad enzimatica reportada por Deschamps y col. (1985) sea
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de un poco més del doble que la reportada en este trabajo, podria atribuirse a las

diferencias entre la cepa usada, o bien, al tipo de sustrato.

En la Tabla 5 se presentan los valores de pH, actividad de agua (aw) y humedad de
las muestras al inicio y final de la fermentacion, en donde puede verse que los

valores finales son muy similares a los iniciales.

Tabla 5. Valores de pH, awy humedad (%) evaluadas a diferentes temperaturas al inicio y final

del cultivo.
Temperatura Tie(rr?)po PH A Humedad (%)
0 6.3+0.03 0.988 +0.002 62.0 £ 0.86
28°C 47 6.2 +0.032 0.991 + 0.001A 63.5+0.77*
30°C 47 6.3 +£0.04> 0.991 + 0.001A 63.3 + 0.44*
32°C 47 6.6+005 0991+0002° 635+ 1.43*
34°C 47 6.5 +0.02¢ 0.990 + 0.001A 62.3+1.01*

Letras y simbolos indican que no hay diferencia significativa en los valores de pH, actividad de agua
(aw) y humedad, en las temperaturas evaluadas.

Sin embargo, en los valores de pH podemos observar que hay un ligero aumento
conforme aumenta la temperatura, donde se obtuvo el valor mas alto (6.6) a 32°C,
pero observamos que a 30°C el pH se mantuvo. Por lo tanto, al no haber un efecto
significativo sobre la tasa de produccion de COz, produccion de COz, tasa especifica
de produccion de CO:z (ucoz) y actividad enzimética xilanasa, se determiné que 30°C

fuera la temperatura adecuada para realizar los demas ensayos experimentales.
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8.2. Acumulacion de calor metabélico en BRTV.

En la Figura 8 se presentan los perfiles de temperatura en 4 puntos axiales de los
BRTV de 4.7 cm de diametro para ambos in6culos (esporas y micelio) en funcién
del tiempo. En ambos casos se demuestra que, en el fondo del lecho (0 cm), la
temperatura fue ligeramente menor con respecto a las demés alturas evaluadas (3,
6 y 9 cm). También se observa un incremento importante de la temperatura al
transcurrir el tiempo de cultivo, obteniéndose una temperatura maxima de 35°C a
las 20 h en el cultivo inoculado con esporas. El cultivo inoculado con micelio alcanzé
una méaxima temperatura de 35.8°C a las 17 h de incubacion. Esto es debido a la

menor duracién del tiempo lag con indculo de micelio.

Lo anterior indica que el gradiente de temperatura fue mayor a 5°C con respecto a
la temperatura de incubacion. Este perfil de temperatura fue similar al de la tasa de
produccién de CO:2 en funcién del tiempo (Fig. 9). La mayor tasa de produccién de
CO2 obtenida en los BRTV de 2.3 cm de didmetro inoculados con esporas que fue
de 9.8 mg CO2/g msi a las 23 h (Fig. 9a), mientras que la mayor tasa de produccion
de CO2 obtenida en BRTV de 4.7 cm de diametro inoculados con micelio fue de 6.65
mg CO2/g msi a las 16 h de incubacién (Fig. 9b). En ambos casos el tiempo en que
se alcanz6 la maxima tasa de produccion, es aproximadamente el mismo tiempo en

el que se obtuvo la temperatura mas alta.
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Figura 8. Perfil de temperatura en BRTV de 4.7 cm de diametro durante el cultivo de T.
harzianum. Fig. a) Corresponde al medio inoculado con esporas. Fig. b) Corresponde al medio
inoculado con micelio. Los termopares se colocaron a 0, 3, 6 y 9 cm del fondo de los
biorreactores.

Posiblemente la reduccion en la tasa de produccion de CO2 después de las 16 h de
cultivo en los reactores inoculados con micelio, se deba a la temperatura en el medio
(35.8°C) en ese tiempo. Ya que se sabe que T. harzianum es un hongo
termosensible y a pesar que en este trabajo se demostré que temperaturas de
incubacion entre 28 y 34°C no tienen efecto sobre la produccion de CO:z por esta
cepa, no sabemos que pasa en temperaturas mas altas. También debemos
considerar que, las tasas de produccién fueron obtenidas con BRTV de diferente
diametro ademas, fueron incubados de forma distinta. Donde podemos observar
que la mayor tasa de produccién de CO2 (9.2 mg CO2/g msi h) se obtuvo en los
BRTV incubados en agua, en comparacion con los incubados en atmoésfera gaseosa
que fue de 6 mg CO2/g msi h. La acumulacion de calor metabdlico es el resultado
de la tasa de generacion de calor y la tasa de remocién por diferentes mecanismos
(Figueroa y col. 2011). En particular, la remocion de calor bajo las condiciones del
estudio es menor debido a la incubacién de los BRTV en un medio con aire seco en

lugar de los tradicionales bafios de agua utilizados en estos sistemas.
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Figura 9. Tasa de produccién de CO: en funcidn del tiempo durante el cultivo de T. harzianum
PBLA. 10a) BRTV de 2.3 cm de diametro inoculados con esporas. 10b) BRTV de 4.7 cm de
diametro inoculados con micelio. Las dos series de datos corresponden a duplicados.

En la Figura 10 se muestra el perfil de produccién de COzen funcién del tiempo para
los cultivos realizados con BRTV de 2.3 cm de diametro inoculados con esporas
(Fig. 10a), en donde se registr6 una produccion final de CO2 de 100.4 £ 3.9 mg
CO2/g msi. En los BRTV de 4.7 cm de diametro inoculados con micelio (Fig. 10b) se

obtuvo una produccién final de CO2 de 49.8 + 3.6 mg CO2/g msi.
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Figura 10. Produccion de CO:2 en funcién del tiempo durante el cultivo de T. harzianum PBLA.
En (a) BRTV 2.3 cm de diametro inoculados con esporas y (b) BRTV de 4.7 cm de diametro
inoculados con micelio. Las dos series de datos corresponden a duplicados.

En la Tabla 6 se presentan los valores de la tasa especifica de produccién de COzq,
y tiempo lag obtenidos durante el cultivo de T. harzianum PBLA a partir de los dos

tipos de in6culo.

Tabla 6. Parametros cinéticos de un cultivo de T. harzianum PBLA en BRTV inoculado con
suspension de esporas y micelio evaluados sobre la acumulacion de calor metabdlico

Diametro in6culo Incubacién Hcoz Tiempo lag
(cm) (1/h)
2.3 esporas bafiocon 37340009  14.56+0.07
agua
47 micelio  &tmosfera 556310004 826+ 1.45
gaseosa

Podemos observar que la tasa especifica de producciéon de CO2fue menor con un
BRTV de 2.3 cm de diametro, con respecto a la obtenida con el BRTV de 4.7 cm de
diametro, esta diferencia viene ligada desde la maxima tasa de produccion de COz,
lo que por el momento fue atribuido al tipo de incubacion, donde se menciond que
el bafio con agua tiene mayor remocién de calor en comparacion al aire. Con

respecto al tiempo lag, podemos observar que, el uso de un indculo con micelio
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reduce el tiempo de casi el doble con respecto al tiempo lag con esporas, esto puede
ser atribuido a que el microorganismo estéd en un estado mas activo, ya que se hizo
crecer primero en el medio YPD antes de ser inoculado en el aserrin, y cuando esta

como esporas, le cuesta mas trabajo adaptarse en el aserrin.

Al final del cultivo, en los BRTV tanto de 2.3 cm como de 4.7 cm de didmetro, no se
detect6 actividad enzimaticas xilanasa ni celulasa. Esto puede atribuirse al aumento
de la temperatura en los BRTV de 4.7 cm de didmetro y, en el caso de los BRTV de
2.3 cm incubados en un bafio con agua, se puede deber a que la actividad
enzimética se midioé al final del cultivo y la méxima actividad podria registrarse

durante una parte intermedia del cultivo.

En la Tabla 7 se presentan los valores de pH, actividad de agua (aw) y humedad

de las muestras al inicio y final del cultivo.

Tabla 7. Valores de pH, awy humedad (%) en los cultivos realizados en BRTV de diferente
diametro al inicio y final del cultivo.

In6culo diametro Tiempo pH aw Humedad (%)
(cm) (h)
0 6.1+0.03 0.995+0.001 63.5+0.23
esporas 2.3 52 7.9+0.03 0.998 +£0.001 64.3+0.70
4.7 52 7.4+£0.03 0.999 £0.001 64.0 +0.78
0 6.4+£0.04 0.986 +£0.001 61.4 +0.23
2.3 63 7.9+0.03 0.988 £ 0.000 58.9+3.10
micelio 0 6.4+0.05 0.986 +0.000 63.3+0.10
4.7 63 8.1+£0.06 0.988 +£0.001 61.5+0.71
4.7 63 8.1+0.11 0.989 +0.001 61.2 +0.45

Los valores de humedad y actividad de agua al inicio y al final de la FES son muy
similares. El pH aument6 (1.3-1.8 unidades) al final del cultivo en todos los casos,

lo cual puede indicar actividad proteolitica (actividad no medida en este trabajo) v,
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por lo tanto, ausencia de actividades xilanasa y celulasa. Es importante resaltar que
en los cultivos hubo un cambio en la concentracion de sulfato de magnesio y en el
medio inoculado con micelio hubo un cambio en la concentracion de amonio (Tabla
3). Lo anterior, también pudo haber ocasionado el aumento en el pH al final del

cultivo.

Una observacion importante es que la actividad enzimatica se midio al final del
cultivo, por lo que es posible que la maxima actividad se registre en tiempos
intermedios, y por esta razén no se obtuvo actividad enzimatica. Para corroborar la
hipotesis anterior, se realizd una cinética del perfil de produccion de enzimas en
funcién del tiempo. Para ello, primero se evalud el efecto de la concentracion de
sulfato de magnesio (MgSOs4 7H20), ya que se trabajé con concentraciones

diferentes a las de la seccion 8.1, donde si se registr6 actividad enziméatica.

8.3. Efecto de la concentracion de MgSOa4 sobre la produccion de CO:2y la

actividad enzimatica con T. harzianum PBLA en FES.

Como ya se menciond, la primera parte de los estudios realizados y presentados en
este documento se realizaron con una concentracion de 21 g/L de sulfato de
magnesio heptahidratado (MgSOs4 7H20). A pesar de considerar que tal
concentracion es muy alta, se decidi6 no modificar la composicion del medio de
cultivo propuesto por Kumar y col. (2008) para la produccion de celulasas con
Trichoderma sp. en FES. Se han reportado estudios de produccion de xilanasas y
celulasas con Trichoderma sp., con concentraciones de MgSO4 7H20 de 0.3 a 0.5
g/L. Sin embargo, por los bajos valores de actividad celulasa y la fuerte pérdida de
actividad xilanasa al final del cultivo, se evalud el efecto de la concentracion de
MgSOa4 7H20 sobre la produccion de CO:zy la actividad enzimatica. Para lo anterior,
se realizaron cinéticas en medios de cultivo con concentraciones de MgSOa4 7H20
de 0.42y 21 g/L.

44




Resultados vy discusion

En la Figura 11 se puede observar que el valor maximo de la tasa de produccion de
CO2 en los medios con diferente concentracion de MgSOs 7H20 se alcanzé al
mismo tiempo de cultivo (27-28 h); sin embargo, el valor maximo de esta tasa
depende de la concentracion inicial de MgSO4 7H20 en el medio. Se obtuvieron
valores de 7.3 y 4.8 mg CO2/g msi h para las concentraciones de 0.42 y 21 g/L de
MgSOa4 7H20, respectivamente.
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Figura 11. Tasa de produccion de CO: en funcion del tiempo durante el cultivo de T.
harzianum PBLA en FES con diferente concentraciéon de MgSO4 7H20 (21 'y 0.42 g/L) en un
tiempo de 50 h de cultivo, realizado por triplicado.

En la Figura 12 se presenta la produccién de CO2. En ambos medios de cultivo, la
duracion del tiempo lag fue similar (20 h). Sin embargo, después de este tiempo, la
produccion de CO:2 fue mayor en el medio con baja concentracién de MgSO4 7H20,
alcanzando hasta 82.6 mg CO2/g msi, en comparacién con una maxima produccién
total de 59.6 mg CO2/g msi cuando el cultivo se realizé con 21 g/L de MgSO47H20.
En cuanto a la glucosa, ésta se consumio totalmente desde las 30 h de cultivo,

tiempo en el que se obtiene el 50% del CO:2 final.
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Figura 12. Produccion de CO2 y consumo de glucosa durante el cultivo de T. harzianum PBLA
en FES con diferentes concentraciones de MgSO4 7H20 (21 y 0.42 g/L) en un tiempo de 50 h
de cultivo.

En la Tabla 8 se presenta la tasa especifica de produccion de CO:2 (Uco2) Y €l tiempo
lag obtenidos con las dos concentraciones de MgSOa4 7H20 evaluadas, donde se
puede observar que el tiempo lag se mantiene en las dos concentraciones de
MgSO4 7H20 y la Uco2 es ligeramente menor con la concentracion de MgSOa4 7H20
alta (21 g/L) con respecto a la baja (0.42 g/L).

Tabla 8. Parametros cinéticos de crecimiento de T. harzianum PBLA con diferentes
concentraciones de MgSOa4 7Hz0.

Parametro MgSO4 7H20 =21 g/L MgSO4 7H20 = 0.42 g/L
Hcoz (1/h) 0.37 £ 0.042 0.41+0.012
Tiempo lag (h) 19.8 £ 0.88* 20.4 £ 0.21*

Letras y simbolos indican que no hay diferencia significativa en los valores de pcoz y tiempo lag, en
las concentraciones de MgSOs evaluadas.

De acuerdo al analisis estadistico, la concentraciéon de MgSO4 7H20 en el medio de
cultivo, no tuvo efecto significativo sobre la produccion de COz, la tasa de produccion

de CO2, pcoz y el tiempo lag. No obstante, si se observd una diferencia en la
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esporulacion (Figura 13), siendo mayor en los BRTV con la concentracién mas baja
de MgSO4 7H20 (0.42 g/L) comparada con la de mayor concentraciéon 21 g/L.

PBLA después de 50 h de cultivo. a) 0.42g/L, b) 21g/L.

La esporulacion corresponde con los resultados mostrados anteriormente, la
méaxima tasa de produccion de CO:2 y la méaxima produccion de CO:z fueron

ligeramente mayores en el medio con menor concentracion de MgSOa4 7H20.

La produccion de xilanasa también resulté independiente de la concentracion de
MgSOa4 7H20 en el medio de cultivo, el analisis estadistico mostré6 que no hubo
diferencia significativa (P=0.459) (Fig. 14). La actividad empez6 a detectarse a las
30 h de cultivo y alcanz6 su maximo valor (15 U/g msi) a las 50 h. Fandel (2001),
reporté la produccion de xilanasas por FES, utilizando harina de sorgo como
soporte y T. harzianum F-416 a 33°C. Uno de los pardmetros que estudi6 fue el
tiempo en el cual se obtuvo la mayor actividad enzimatica, encontrando 300 U/g a
las 48 h. Aunque los valores de actividad obtenidos en este trabajo son mucho
menores a los reportados por Fandel (2001), el tiempo en el que se alcanzé la mayor
actividad es similar. Para la actividad celulasa, se registraron valores muy cercanos

a cero en ambas concentraciones de MgSO4 7H20.
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Figura 14. Cinética enzimatica xilanasa con T. harzianum PBLA en FES con MgSO4 7H20 (21
y 0.42 g/L) en 50 h de cultivo.

En la Figura 15 se muestran los valores de pH, actividad de agua (aw) y humedad
(%) de las muestras tomadas durante el cultivo. La humedad y la actividad de agua
se mantienen constantes como en los ensayos anteriores. En cuanto al pH, se
observ6 un cambio conforme pasa el tiempo con respecto al valor inicial; en ambos
medios los valores mas bajos de pH correspondieron a las 23 y 29 h. Romero y col.
(2009), estudiaron las caracteristicas de T. harzianum, en cultivo de hongos
comestibles y encontraron que T. harzianum (Rifai) invadié rapidamente el sustrato
y obstaculizé el crecimiento del micelio de otros hongos. Dicha respuesta se atribuyé
a la produccién de toxinas y antibioticos, durante el tiempo en el que se observé un
descenso en el valor de pH hasta valores de 4-5, que son favorables para su

desarrollo.
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Figura 15. Efecto de la concentracion inicial de MgSOa4 7H20 sobre el pH, awy humedad (%)
durante la FES con T. harzianum PBLA.

Con base en los resultados de la tasa de produccién de COz, la produccién de COz,

la tasa especifica de produccién de COz2, la duracion del tiempo lag y la actividad

xilanasa, que fueron practicamente independientes de la concentracion inicial de

MgSOa4 7H20, en los ensayos posteriores se trabajo con una concentracion de 0.42
g/L de MgSO4-7H20.
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8.4. Cinéticade crecimiento de T. harzianum PBLA y produccidn de enzimas

Las Figuras 16 y 17 presentan los valores de la tasa de produccion de CO:2 y la

produccion de COzen funcion del tiempo, respectivamente.
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Figura 16. Tasa de produccion de CO: en funcion del tiempo, durante el cultivo de T.
harzianum PBLA en FES. En (a) BRTV con inéculo de esporas y (b) BRTV con inéculo de
micelio. Cada serie de datos representa una réplica.

Los perfiles de tasa de produccion de CO:z fueron similares para las cuatro replicas
en cada ensayo pero se obtuvo una mayor tasa de produccion de CO:z (8.23 mg
CO2/g msi h) con el inéculo de micelio (Fig. 16b) a las 16 h de cultivo. La maxima
tasa de produccion de CO:2 con indculo con esporas (Fig. 16a) fue de 5.4 mg CO2/g

msi h a las 25 h de cultivo.
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Figura 17. Produccion de CO:2 en funcién del tiempo durante el cultivo de T. harzianum
PBLA en FES. En (a) BRTV con inéculo de esporas y (b) BRTV con inéculo de micelio. Cada
serie de datos representa una réplica.

En la Figura 17 se puede observar que la produccion de CO:zinicié después de las
12 h de fermentacion (Fig. 17a) cuando los BRTV se inocularon con esporas y
después de las 6 h (Fig. 17b) cuando se inoculé con micelio. En la Figura 18 se
muestra la evolucion del coeficiente respiratorio (CR) en funcion del tiempo de
cultivo. Donde se puede observar que después de las 11 h hubo un incremento en
el CR (Fig. 18a) ligeramente arriba de 1 (mmol COz2/mmol O2) y después de las 6 h
en la Figura 18b sélo llegd hasta 0.7 (mmol CO2/mmol O2). El valor del CR empezé
a disminuir después de las 30y 22 h (Fig.18 a y b, respectivamente) hasta el fin de
la fermentacién. Rodriguez y col. (2011) evaluaron el comportamiento de los
parametros cinéticos durante la produccion de pectinasa y xilanasa por FES; estos
autores indican que la disminucion del CR puede ser debido al incremento del
coeficiente de mantenimiento y, a su vez, debido al incremento en la sintesis de
enzimas. Al mismo tiempo, ocurre un aumento gradual de la energia utilizada en el
proceso enddgeno de microorganismo, puesto que se vuelve mas dificil la digestion
de las fuentes de carbono (Rodriguez y col., 2011). Esta respuesta se muestra en
las Figuras 18 y 19, ya que, el tiempo en el que el CR empieza a decrecer,
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corresponde al tiempo en el que se produjo la méxima actividad xilanasa (Fig. 19).
Muchas enzimas hidroliticas se producen en forma de metabolitos secundarios, es
decir, bajo condiciones de no crecimiento o durante fases con tasas especificas de
crecimiento lentas. A esta respuesta se le llama produccion no asociada al
crecimiento (Whitehurst y Van Oort, 2010).

Sin embargo, en este trabajo se encontré que hasta las 36 h de incubacion, la
produccion de xilanasa tuvo un perfil similar al de CO2. Adicionalmente, la
produccion de xilanasa inicié cuando todavia hay glucosa presente en el medio de
cultivo. Lo anterior refleja ausencia de represion catabdlica para la sintesis de
xilanasas. Esto se puede ver claramente en la Figura 19, ya que la maxima actividad
se alcanzé a las 36 y 24 h (Fig. 19 a y b, respectivamente), donde se obtuvo la
maxima actividad tanto para el in6culo de esporas (38.08 U/g msi, Fig.19a) como
de micelio (26.6 U/g msi, Fig.19b).
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Figura 18. Coeficiente respiratorio (CR) en funcion del tiempo durante el cultivo de T.
harzianum PBLA en FES.

También en ambos casos la glucosa se consumio en las primeras 36 h'y 24 h de
cultivo, con indculo con esporas y micelio, respectivamente. A los mismos tiempos,
se alcanzé el maximo valor del CR (Fig. 18), lo cual corrobora la relacién con la

mayor actividad enzimatica. Lareo y col. (2006) caracterizaron el crecimiento y la
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esporulacion de Mucor bacilliformis en FES usando un soporte inerte. Encontraron
que la produccion de esporas se inicia cuando la glucosa se ha agotado; en este
momento, la pendiente del perfil de produccion de CO: fue cercano a cero, lo cual
corresponde a la fase estacionaria, en donde se observaron que la produccion de

COz2 continué aumentando gradualmente después de que la glucosa se agotara.
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Figura 19. Consumo de glucosa y produccion de xilanasa en funcién del tiempo durante el
cultivo de T. harzianum PBLA en FES.

En la Tabla 9, se muestran los valores de tasa especifica de produccién de COz, y

tiempo lag obtenidos durante el cultivo de T. harzianum PBLA.

Tabla 9. Parametros cinéticos de T. harzianum PBLA en FES en BRTV de 2.3 cm de diametro.

In6culo Hcoz Tiempo lag
(1/h) (h)
esporas 0.32+0.02 13.51+0.36

micelio 0.22+0.04 8.43+0.87
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Hasta el momento, las tasas especificas de produccion de CO:2 (Uco2) en los tres
ensayos realizados en medio inoculado con esporas han sido similares (0.3 1/h),
asi como para el medio inoculado con micelio y 0.2 (1/h). El tiempo lag también se
ha mantenido entre 13-20 h con in6culo de esporas y de 8 h con indculo de micelio.
Esto refleja la reproducibilidad de los resultados. Esto quiere decir que la pcoz2 y el
tiempo lag fueron independientes de las variables modificadas en cada ensayo,
como la temperatura, didametro del biorreactor y concentracion de MgSOa, lo Unico
gue se ha mantenido constante has sido el tipo de soporte, el cual, puede ser el

responsable de que estos pardmetros se mantengan.

En la Figura 20 se muestran los valores de pH, actividad de agua (aw) y humedad
(%) de las muestras tomadas durante el cultivo en los BRTV. Los valores de
humedad y aw se mantuvieron constantes durante todo el cultivo (Fig. b, c, e y f).
Sin embargo, cuando los reactores se inocularon con esporas, el pH disminuyé a
partir de las 13 h y se mantuvo alrededor de 4.5 hasta las 22 h (Fig. 20a), para
registrar un aumento (3 unidades) a las 36 h. En los reactores inoculados con
micelio (Fig. 20b) el pH disminuyé a las 12 h hasta valores cercanos a 5.9; a partir
de las 12 h, el pH aumenté hasta 7.7 y se mantuvo asi hasta el final del cultivo.
Como se menciond, la disminucién del pH hasta valores de 4-5, por el crecimiento
de T. harzianum, puede atribuirse a la produccion de toxinas y antibiéticos,
favoreciendo su desarrollo. La disminucién en los valores de pH pueden
relacionarse con la produccion de CO:z (Figura 17), la cual inici6 a partir de las 12 y
6 h (indculo con esporas y micelio, respectivamente). En ambos casos, el intervalo
de tiempo en el que disminuye el pH corresponde, al intervalo de tiempo donde se

obtiene la maxima tasa de produccién de CO: (Fig. 16ay b).

54




Resultados vy discusion

14
12
10

pH

O N B O

100
80
60
40

% Humedad

20

1.2
1.0
0.8

< 0.6
0.4
0.2
0.0

]
'—\
a~

@
b,
oN M O ®

1

[EnN

N
1

¢ -5 00— €~ - ©- -9 60

0 20 40 60 80 100
- 1.2
R T R R - ) 1.0
| 0.8
1 0.6
1 0.4
: 0.2

C
T T T T 1 0.0
0 20 40 60 80 100

Tiempo (h)

E}—EEE--E—E-—.@

80

100

20

40

60

-t -48

80

100

0

20

40

60
Tiempo (h)

80

Figura 20. Valores de pH, humedad y actividad de agua durante el cultivo de T. harzianum
PBLA en FES. a, b y c: corresponden al in6culo con esporas. d, e y f: corresponden al indculo

de micelio.
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8.5. Crecimiento de T. harzianum PBLA y producciéon de enzimas en

biorreactor de tanque agitado

En esta seccion se presentan los resultados de fermentaciones en BRTV de 2.3 cm
y BRTH agitado inoculados con micelio. En un primer estudio se determinaron las

condiciones iniciales y finales y, en el segundo, se realizé una cinética.

En la Figura 21 se muestra la tasa de produccion de CO:2 obtenida en ambos tipos
de biorreactores en los cuales se obtuvo la maxima tasa de produccion al mismo
tiempo de cultivo (16.5 h). Sin embargo, ésta fue mayor en los BRTH (9.24 mg COz/g
msi h) que en los BRTV (5.75 mg CO2/g msi h), pero del analisis estadistico se

observé que no hubo diferencia significativa (P = 0.058).
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Figura 21. Tasa de produccion de CO:2 en funcién del tiempo durante el cultivo de T.
harzianum PBLA en FES utilizando biorreactores diferentes (simbolos llenos: BRTV, circulos
vacios: BRTH-1, cuadros vacios: BRTH-2).

En la Figura 22 se muestra que la produccion de CO:2 en los BRTH fue
aproximadamente el doble que la obtenida en BRTV, (106, 85 y 49 mg CO2/g msi,
para el BRTH-1, BRTH-2 y BRTV, respectivamente), el analisis estadistico
corrobor6 que hay diferencia significativa con respecto al maximo valor de
produccion de COz2, con respecto al tipo de biorreactor. Sin embargo, en ambos
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casos el tiempo lag tuvo una duracion de 10 h y la fase de desaceleracion se inicio
alas 19 h.
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Figura 22. Produccion de CO:2 en funcién del tiempo durante el cultivo de T. harzianum PBLA
en FES utilizando biorreactores diferentes (figuras rellenas: BRTV, circulos vacios: BRTH-1,
cuadros vacios: BRTH-2).

En la Figura 23 se muestran las actividades xilanasa y celulasa obtenidas al final
del cultivo para ambos sistemas. En el caso de los BRTH se presenta el promedio
de muestras tomadas de diferentes partes de los BRTH (centro, entrada de aire y
entrada de agua a la chaqueta del BRTH). La produccién de xilanasa en los BRTV
fue mayor (24 U/g msi) que en los BRTH (9.2 U/g msi). La actividad celulasa fue la
misma en ambos biorreactores, (1.31 y 1.3 U/g msi, para BRTV y BRTH,
respectivamente). La menor actividad enzimatica encontrada en estos ultimos pudo
deberse a una mayor acumulacion de calor metabdlico en el BRTH; sin embargo,

en este estudio no se registro la temperatura.
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Figura 23. Actividad xilanasa y celulasa en funcion del tiempo durante el cultivo de T. harzianum
PBLA en FES en BRTV y BRTH agitado. Letras iguales indican que no hay diferencia significativa
en los valores de en la actividad xilanasa y celulasa, en los tipos de biorreactor evaluados.

En la Figura 24 se presenta el CR y se observa el incremento del mismo después
de las 7 h de fermentacion, tiempo que corresponde al tiempo lag. Después de dicho
periodo, se observé un incremento en el CR hasta llegar a un méaximo de 0.71 mmol
COz2/mmol O2. A partir de las 20 h, el CR comenz¢ a decrecer ligeramente, con una
tendencia casi constante hasta el fin del cultivo. Esto quiere decir que, a partir de
las 7 h que empez0 el incremento en CR, indica que el carbono en el medio se esta
mineralizando, se estd formando CO: principalmente, una vez que llega a su
maximo valor (0.71 mmol CO2/mmol O2), el carbono del medio de cultivo se esta

utilizando para la formacion de biomasa o proteinas.
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Figura 24. Coeficiente respiratorio acumulado (CR) en funcién del tiempo durante el cultivo de
T. harzianum PBLA en FES utilizando biorreactores diferentes (figuras rellenas: BRTV,
circulos vacios: BRTH-1, cuadros vacios: BRTH-2).

Los parametros cinéticos obtenidos a partir de los datos de CO2 se muestran en la
Tabla 10.Se puede observar que, la pcoz y el tiempo lag son ligeramente mayores
en el BRTV con respecto al BRTH, sin embargo, el andlisis estadistico mostré que

no hubo diferencia significativa sobre los parametros cinéticos en ambos sistemas.

Tabla 10. Parametros cinéticos de T. harzianum PBLA en BRTV y BRTH.

Biorreactor Hco2 Tiempo lag
(1/h) (h)

BRTV 0.37 £ 0.032 9.3 +£0.24*

BRTH 0.33 + 0.022 8.35+ 1.5*

Letras y simbolos iguales indican que no hay diferencia significativa en los valores de pcoz y tiempo
lag, en los tipos de biorreactor evaluados.

En la Tabla 11 se muestran los valores de pH, actividad de agua (aw) y humedad

(%) de las muestras tomadas al inicio y final del cultivo.
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Tabla 11. Valores de pH, awy humedad (%) en BRTV y BRTH al inicio y final del cultivo

Biorreactor Tiempo

h) pH aw Humedad (%)
BRTV 0 6.23 £0.007  0.988 + 0.000 62.38 £ 0.06
38 6.85+0.030* 0.990 £ 0.000** 62.11 +0.27A
6.37 £ 0.007  0.989 + 0.001 63.21 £ 0.74
BRTH-1
38 6.35+0.080° 0.990 + 0.000** 69.69 + 1.278
6.36 £ 0.021  0.985 + 0.002 61.71+0.78
BRTH-2

38 6.82 £0.120* 0.990 £ 0.000* 64.70 + 1.60~

Letras y simbolos iguales indican que no hay diferencia significativa en los valores de pH, aw y
humedad, en los tipos de biorreactor evaluados.

Se encontré un ligero aumento de pH (0.5-0.6 unidades) en el BRTV y en el BRTH-
2, mientras que en BRTH-1, no hubo diferencias significativas en el pH al final del
cultivo, con respecto al valor inicial. La actividad de agua se mantuvo constante
hasta el final del cultivo y la humedad s6lo se mantuvo igual en los BRTV. En los
BRTH, se registré un aumento (3-6 unidades) en el contenido de humedad al final
del tiempo de cultivo. Ghulam y col. (2003) reportan la produccion de pectinasa por
T. harzianum en FES con céscara de citricos, encontrando la mayor actividad
pectinasa utilizando una humedad de 70%. Asi mismo, Deschamps y col. (1985)
evaluaron la produccién de celulasas con T. harzianum en FES con reactores
estéaticos y agitados, obteniendo una mayor actividad con una humedad inicial de
74%. Con base en la literatura decimos que, aunque aumentoé la humedad en el
BRTH, no hubo un efecto sobre la produccion de COz, ucoz, tiempo lag, y actividad

celulasa asi como la actividad celulasa.

Debido a la falta de datos de actividad enzimatica y temperatura en funcién del
tiempo, se compararon ambas variables en los BRTV y el BRTH en funcion del
tiempo. En este ultimo ensayo se trabajo bajo las mismas condiciones del ensayo
anterior, pero se cuantifico la actividad xilanasa con respecto al tiempo de cultivo

comparando los BRTH con los BRTV.
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En la Figura 25 se muestra la tasa de produccién de CO2 en ambos tipos de
biorreactores. Los perfiles obtenidos en los BRTV fueron similares entre ellos y
similar al BRTH-2. El perfil del BRTH-1 fue diferente con respecto a los BRTV y
BRTH-2. Sin embargo, el analisis estadistico mostr6 que no hubo diferencia
significativa sobre el valor de la maxima tasa de produccion de CO2 (P=0.214). Las
méaximas tasas de produccion de CO:z fueron, 8, 5y 8 mg CO2/g msi h para el BRTV,
BRTH-1 y BRTH-2, respectivamente. La produccion de CO2 (Fig. 26) fue menor en
los BRTV y muy reproducible en comparacion con los BRTH; sin embargo, la
obtenida en ambos BRTH fue muy diferente entre si (C.V. = 22%), esto fue
corroborado en el analisis estadistico, ya que mostrdé que hubo diferencia significa
en los valores de maxima produccion de COz:. La falta de reproducibilidad de los
BRTH puede ser debida a que el agua de enfriamiento en estos reactores, se
encontraba conectada en serie, provocando una mayor temperatura en el segundo
BRTH.
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Figura 25. Tasa de produccion de CO:2 en funcién del tiempo durante el cultivo de T.
harzianum PBLA en FES utilizando biorreactores diferentes (figuras rellenas: BRTV, circulos
vacios: BRTH-1, cuadros vacios: BRTH-2).
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Figura 26. Produccion de CO:2 en funcién del tiempo durante el cultivo de T. harzianum PBLA
en FES inoculado con micelio utilizando biorreactores diferentes (figuras rellenas: BRTV,
circulos vacios: BRTH-1, cuadros vacios: BRTH-2).

En la Figura 27 se presenta la cinética de produccion de xilanasa. En este caso no
se detect0 actividad celulasa. En el caso de los BRTH se presenta el promedio de
valores de actividad de muestras tomadas en diferentes partes de los BRTH (centro

del BR, entrada de aire y entrada de la chaqueta).
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Figura 27. Cinética enzimatica de actividad xilanasa en funcién del tiempo durante el cultivo
de T. harzianum PBLA en FES inoculado con micelio en BRTV y BRTH agitado.
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La mayor produccion de xilanasa se obtuvo a las 24 h de cultivo para los dos
sistemas evaluados (BRTV, 26.6 U/g msiy BRTH, 39.2 y 34.8 U/g msi). Aunque la
actividad enziméatica fue menor en los BRTV, ésta se mantuvo hasta las 40 h. El
analisis estadistico, evaluado sobre los valores de maxima actividad xilanasa mostro
gue no hubo diferencia significativa (P=0.680), en la actividad xilanasa sobre los

diferentes tipos de biorreactor.

En la Figura 28 se presenta el consumo de glucosa en funcion del tiempo para

ambos sistemas.
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Figura 28. Consumo de glucosa en funcién del tiempo durante el cultivo de T. harzianum
PBLA en FES inoculado con micelio en BRTV y BRTH.

La glucosa se consumio casi en su totalidad antes de 18.5 h del cultivo, tiempo que

corresponde al de inicio de produccion de xilanasa (Fig. 27).

En la Figura 29 se muestran los valores del CR para ambos tipos de biorreactores.
Se identifican dos etapas, la primera de 0 a 15 h de cultivo, en donde el incremento
en el CR es diferente en cada tipo de biorreactor. Después de las 20 h de cultivo,
los perfiles del CR fueron muy similares. En todos los casos se observé un CR
méaximo cercano a 0.72 mmol COz/mmol O2. Después de las 20 h el CR comienza
a decrecer ligeramente hasta el final del cultivo. Esta disminucion en el CR puede

estar asociada con el proceso de produccion de esporas (Lareo y col., 2006).
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Figura 29. Coeficiente respiratorio (CR) en funcién del tiempo durante el cultivo de T.
harzianum PBLA en FES inoculado con micelio utilizando biorreactores diferentes (figuras
rellenas: BRTV, circulos vacios: BRTH-1, cuadros vacios: BRTH-2).

Los parametros cinéticos obtenidos a partir de los datos de CO2 se muestran en la
Tabla 12. Donde de se puede observar que los pardmetros cinéticos se mantienen
constantes, es decir, el andlisis estadistico mostré6 que no hubo diferencia

significativa en pcozy el tiempo lag en los diferentes tipos de biorreactor.

Tabla 12. Pardmetros cinéticos de T. harzianum PBLA BTRV y BRTH.

Biorreactor Hco2 Tiempo lag
(1/h) (h)

BRTV 0.22 + 0.042 8.43 +0.87*

BRTH 0.20£0.01  6.25+1.13

Letras y simbolos iguales indican que no hay diferencia significativa en los valores de pcoz y tiempo
lag, en los tipos de biorreactor evaluados.

En la Figura 30 se presenta el perfil de temperaturas, donde se evalud la

temperatura de dos termopares colocados en el cuerpo del biorreactor y dos mas
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colocados en la entrada y la salida de aire de los biorreactores. En este ensayo,
cada vez que se tomo6 una muestra, se colocaba un termometro de mercurio en el
interior de los biorreactores. Estas mediciones, se sefialan en la Figura 30 con los

puntos indicados como “muestreo”.

39 -~ a
o
s
=]
©
()
Q.
5
=29 1 ( pared entrada-aire —— pared salidad-aire

27 ——entrada aire salida aire

—8—muestreo
25 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (h)
39 4
b

37
o
s
>
©
[}
3
2 pared entrada aire — pared salida-aire

27 1 ——entrada aire salida aire

——
25 T T mueStlreo T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (h)

Figura 30. Perfil de temperaturas en biorreactores agitados en FES con aserrin de pino como
soporte inoculado micelio de T. harzianum PBLA. a: corresponde al BRTH-1. b: corresponde al
BRTH-2
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Los perfiles de temperatura que corresponden a los termopares colocados en las
paredes de los biorreactores fueron mayores (2 °C) que los que se encuentran en
la entrada y salida de aire; sin embargo, la temperatura medida directamente en la
masa fermentada fue mayor que la de los termopares y alcanz6 valores maximos
de 37°C a las 18.5 h. Dicho tiempo corresponde a la maxima tasa de produccion de
CO2 como se mostro en la Figura 25. También se observé que las temperaturas son
ligeramente mayores en el BRTH-1 con respecto al BRTH-2, como hipotesis
proponemos que, pudo deberse a que los biorreactores se encontraban conectados
en serie. Del recirculador se encontraba conectado primero el BRTH-2 seguido del
BRTH-1, es decir, el agua que entraba al BRTH-2 pudo haber salido a una
temperatura mas alta comparada con la salida del recirculador y por lo tanto,

provocé que el agua de la entrada del BRTH-1 fuera mas alta.

En la Figura 31 se muestran los valores de pH, actividad de agua (aw) y humedad

(%) de las muestras tomadas durante el cultivo.
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Figura 31. pH, awy humedad (%) sobre cinética en BRTV y BRTH agitado

Los valores de humedad y actividad de agua se mantuvieron constantes durante el

todo el cultivo. El pH mostro una disminucion (1 unidad), con respecto al valor inicial,

a las 13 h del cultivo y se mantuvo asi hasta las 18 h, tiempo en el cual se obtuvo la

mayor tasa de produccion de CO:2 (Figura 25). Después de las 18 h, los valores de

pH aumentaron (1-2 unidades) y se mantuvieron asi hasta el final del cultivo. Este
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comportamiento fue similar en el ensayo anterior, lo cual se puede atribuir a la

presencia de actividad proteolitica, sin embargo no se midié dicha actividad.

Finalmente, en la Tabla 13 se muestra un resumen de los parametros y actividades

xilanasa y celulasa obtenidos en los ensayos realizados en este trabajo.

Tabla 13. Resumen de parametros cinéticos y actividades enzimaticas obtenidos en los
biorreactores de FES, bajo diferentes condiciones de cultivo.

Capitulo dCO; CO2 max Tiempo lag Mdcoz Xilanasa  Celulasa
(mg/g msih)  (mg/g msi) (h) (1/h)  (U/lg msi) (U/g msi)

8.1 7.1+0.0 56.6 + 3.9 156+0.13 0.38 79.1+6.6 8.6+1.50

ex 9.2+0.8 100.5+ 3.8 145+ 0.07 0.37 - -

82 m* 6.6+0.1 50.6 + 2.8 8.26+145 026 1.0x0.3 -

8.3 7.6+0.9 77.8+29 204+0.21 041 151+24 1.7+044

ex 52+0.1 68.6 + 3.7 135+0.36 0.32 38.0+5.2 -

84 m* 8.0+x05 67.0+2.0 8.4+0.87 0.22 26.0x05 -
BRTV 4.8+ 0.5 48.1+ 3.5 9.3+0.24 037 240zx7.6 13x0.70
BRTH 7918 96.4+15.0 8.3+ 1.55 033 9.2+114 13x226

85 BRTV 8.0+x0.5 67.0+x2.0 8.4+0.87 0.22 26.0x0.5 -
BRTH 6.5+22 111.3+21.8 6.2+1.13 0.20 37.0x3.1 -

e*: inéculo con suspension de esporas.
m*: inéculo con micelio.

Los valores de la tasa maxima de produccion de CO:zy la produccién de COzpor T.
harzianum PBLA oscilaron entre 4-9 mg CO2/g msi h y 50-111 mg CO2/g msi,
respectivamente. El tiempo lag se encontré entre 13-21 h cuando se inocul6 con
una suspension de esporas y éste disminuyo casi el doble al utilizar un indculo con
micelio, para el cual se encontré un tiempo lag de aproximadamente 9 h. La tasa
especifica de produccion de CO2 (uco2), se mantuvo constante en todos los
ensayos, con un valor alrededor de 0.3 1/h; este parametro puede ser comparado
con la tasa especifica de crecimiento (1) obtenida en otros trabajos. Por ejemplo,
Rodriguez y col. (1999), produjeron esporas de T. harzianum sobre melaza y

bagazo de cafa en FES, donde obtuvieron una p de 0.108 1/h. Agosiny col. (1997),
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determinaron este parametro con T. harzianum en cultivo liquido, donde obtuvieron
una p de 0.11 1/h.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que, indirectamente, se obtuvo
una tasa especifica mayor que las reportadas en la literatura, es decir, que T.
harzianum PBLA crece mas rapido al utilizar aserrin de pino como soporte sélido,
en comparacion con melaza y bagazo de cafa y crece mas rapido en un cultivo

sélido comparado con un cultivo liquido.

En la Tabla 13 puede observarse que las actividades xilanasa y celulasa obtenidas
en este estudio se encontraron en un rango de 15 a 38 U/g msiy entre 1.3y 1.7 U/g
msi, respectivamente, sin embargo, en el primer capitulo se obtuvieron 79 U/g msi
de actividad xilanasa y 8 U/g msi de actividad celulasa, pero estos resultados no
pudieron ser reproducibles en los capitulos posteriores. En la Tabla 14 se presentan
algunos valores de actividad enzimatica reportados en otros trabajos, donde puede
verse que los valores obtenidos en nuestro estudio resultaron menores a que
algunos de los reportados en la literatura. Sin embargo, las actividades enzimaticas
varian en funcioén del sustrato y la cepa utilizados. Los resultados obtenidos en este
trabajo coinciden con los reportados por Deschamps y col. (1985), quienes
obtuvieron valores similares de actividad celulasa y xilanasa al utilizar un biorreactor
estatico, comparado con un biorreactor agitado, también nuestros resultados
coinciden con el trabajo de Roussos y col. (1992), donde se obtuvieron valores de

actividad celulasa similares.
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Tabla 14. Produccion de celulasas y xilanasas por diferentes cepas de T. harzianum

reportadas en la literatura.

Cepa

Actividad

Referencia

T. harzianum

18 U/g sustrato inicial en
BRTV y 11 U/g Sl en tanque

Deschamps y col,

F-470 ) 1985
agitado (celulasa)
T. harzianum 1.23 U/g solido fermentado
CCMF-470  (celulasa) Roussos y col., 1992

T. harzianum
F-416

438 U/g sustrato inicial,
proporcion de humedad de
1:1.2, pH 4.5, 48 h a 33°C.
(xilanasa)

Fadel, 2001

T. harzianum
T2008

8.2 U/g sdlidos secos en el
matraz y 10.1 U/g solidos
secos en el tanque agitado.

Zahangir y col., 2009

T. harzianum
P49P11

0.78U/ml y 36.96 U/ml de
celulasa y xilanasa
respectivamente en matraz.
1.21U/ml 'y 80 U/ml de
celulasa y xilanasa
respectivamente en el reactor
de tanque agitado

Delabonay col., 2012.
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9. Conclusiones

Se demostré que las temperaturas de incubacion evaluadas (28, 30, 32 y 34°C),
no tuvieron un efecto significativo sobre los pardmetros determinados a
excepcion de la actividad celulasa, por lo cual se eligié la temperatura de 30°C

como la adecuada realizar para este trabajo.

También se observd que durante el cultivo en estado sélido de T. harzianum
PBLA se llev6 a cabo la acumulacion de calor metabdlico con un incremento de
5°C.

La concentracion de sulfato de magnesio no tuvo efecto sobre los parametros

asociados a la produccion de CO2 y enzimas.

La mayor actividad xilanasa se obtuvo durante la parte intermedia del cultivo, se
obtuvo 38 y 26 U/g msi para cultivos inoculados con esporas y micelio

respectivamente.

Utilizar un inéculo de micelio, permite una reduccion del tiempo lag del doble

comparado con el in6culo de esporas.

La pcoz obtenida en este trabajo fue mayor comparada con las reportadas en la
literatura, lo que indica que, T. harzianum PBLA crece mas rapido al utilizar

aserrin de pino como soporte sélido comparada con otros soportes.

La agitacion en los BRTH favorecio la produccion de CO2, sin afectar la
integridad del micelio, permitiendo la remocion de calor metabdlico.
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