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PRSBSNTACION 

El sexto inforae <le avance, s~gnndo y final del se<Jimdo aiio 
de ej~cuci6n del proyecto, contiene los rcsultados 
cor:respondientes a las si9ujentes actividades, de acuerdo al 
calendario del docuaento T~r•inos de Referencia: 

B. Estudio del pretrataaiento ~cido de coseta a9otada de 
reaolacha. 

Se entreqa los resultados finales de esta ar-tividad, 
seleccion•ndose las condiciones de operaci6n para el desarrollo 
de las experiencias de feraentaci6n en sustrato s61ido (FSSl con 
coseta aqotada de reaolacha (~AR) pretrat.ada a nivel de 
laboratorio y, eventualaente, a nivel de prototipo. 

C. Estudio de FSS a nivel de laboratorio. 
C.1. Construcci6n y puesta en aarcha de una unidad 

de ainiferaentadores de coluana. Esta actividad !ue 
coapletaaente reportada en P.l Inforae de Avance N6 5. 

C.2. Producci6n y normali7.aci6n ae in6culos. Esta actividad 
fue totalaente reportada en el Inforae de Avacnce N6 5. 

C.3. Realizaci6n dcl estudio de la cin6tica de FSS a nivel de 
laboratorio : 

En el Inforae de Avance N6 5 se report6 los resultados 
preliainares obtenidos con cepas de Trichoderaa aureovir:ide sobre 
CAR sin pretratamiento. Tales resultados contienen una 
sobrevaloraci6n de la actividad enzim~tica producida debido a 
problemas metodol6gicos. En consecuencia tales experiencias 
debieron ser repetidas, repoTt.Andose en esta ocasi6n resultados 
definltivos que se encuentran plenamente validados. Se reporta en 
consecuencia el estudio cin•tico de FSS con dos cepas de 
T.aureoylride: T.a.s (salvaje) y T.a.7-121 (mutante derivada de 
la anterior). Adiclonalaente se report.a la cin6tica de FSS de dos 
cepas de Tricboderma reesri : T.r.UC-1 (proporcionada per el Or . 
Marcel Guti6rrez dentro del aarco del Proyecto) y T.r.OM-9114 
(cepa de colecci6n e•pleada en todo el trabajo como cepa de 
referencia). Los anteriores resultados se refieren a CAR sin 
pretrata•iento. En base a los resultados obtenidos se seleccion6 
la cepa T.a.7-121 para los estudios subsiguientes. Dado los bajos 
valores obtenidos con la cepa T.r.UC-4, se decidl6 en la reuni6n 
de coordinac16n realizada el aes de octubre p~sado,continuar el 
trabajo con la cepa aejorada T.r.LM-1, proporcionada por el Dr. 
Marcel Gut16rrez en el aarco del Pr:oyecto. Se entrega tambi6n en 
este inforae los resultados de la cin6tica de FSS sobre CAR 
pretratada qulalcamente en las condiciones determinadas en el 
punto B, para las dos cepas scleccionadas: T.a.7-121 y t,r.LM-1. 

En base a lo acordado en la reuni6n de coordinaci6n de 
octubre pasado, la~ actividades correspondientes al estudlo 
cin•ttco a nlvel de laboratorio de FSS con aserrin de pino 
explotado se ejecutar6n en los primero~ cinco meses del tercer 
alo, tal co•o ha quedado establecldo en el docuaento T~rainos de 
Referencia 1991. Las experlencia£ se desarrollar•n emplPando las 
do& cepas seleccionadas. 
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Se reporta taabi~n en estd secci6n la delerainaci6n de las 
isoteraas de sorci6n de CAR. Aunqu~ esta actividad no se 
encontraba inicialmente conteaplada en el plan de actividades, se 
consider6 necesario realizarla a fin de establecex cohdiciones 
adecuadas de operaci6n, especialaente para las prneh<=ts en el 
feraentador prototipo que se ejecutar~n durante el tercer aio. 

D. Mejoraaiento gen~tico de Tiichoderaa aureoviride. 
En el Inforae de Avance H6 5 se report~ la obtenci6n de un 

autante sobreproductor derivado de la cepa salvaje, denoainado 
T.a.7-121 y su caracti:rizaci6n fisiol69ica b6sicrt. En el 
presente inforae se proporciona una caracterizaci6n ba&tante 
coapleta del coaportaaiento de la cepa autantP. en feraentaci6n 
suaergida, referlda especialaente a la f isiologla de producci6n 
de enziaas celuloliticas. Se ha ront1nuado trabajando en la 
obtenci6n de cepas sobreproductoras, siendo de aoaento la cepa 
reportada la de aejores caracteristicas. Durante el tercer a&o se 
continuari trabajando en esta direcci6n , procur,ndose la 
obtenci6n de autantes teraotolerantes, capaces de crecer 
adecuadaaente a temperaturas de 30 6C. 

E. lapleaentaci6n de los sisteaas auxiliares del feraentador 
prototipo . 

Se reporta la instalaci6n del siste.aa de acondicionaaiento 
de aire y control de teaperatura del feraentador prototipo y la 
instalaci6n de los correspondientes sensores. Se describe el 
esqueaa de control propuesto. 

F. Prueba de operaci~n del fereentador prototipo. 
Se da cuenta de las pruebas de operaci6n realizadas al 

feraentador prototipo, Psper.ialmente en lo relativo a patr6n de 
aezclado y comportaaiento del agitador. 

G. Modif icaclones al diseno del feraentador prototipo . 
• , Se reporta la aodiflcaci6n del sistema de agitaci6n del 

/ 

feraentador prototipo y el estudio de la conf iguraci6n adecuada . 
las propiedades del s6lido feraentado. Se ha logrado desarrollar 
una configuraci6n de agilador que produce un patr6n de 
aezclaaiento aceptable y se encuentra en constru~ci6n la pieza en 
acero inoxidable, que ~eberA estar en condlciones de ser 
lnstalada en los pr6xiaos trPinta dlas. 

H. Experiencias en el fermentador protot:ipo en las condiciones 
P.stablecidas a nivel de alnifermentadores. 

Esta actividad corr~sponde realizarla durante el tercer aKo, 
de acuerdo al calendario de actividade~ contenido en el docuaento 
Tfrainos de Referencia 1991. 

I. Envlo de un t6cnico chlleno a la Planta Piloto de 
Peraentaclones del Departamento Biotecnologia en UAM, Mexico. 

Se da cuent~ del p~riodo de entrenamiento d~l investlgador 
partlclpante Sr. Germin Aroca, por seis sPmana~ en la Planta 
Pl~oto de Fermentaciones de UAH, H6xico. El entrena~iento se 
·reallz6 bajo la supervisi6n del Dr. H~riano Gutl6rrez 
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ACTIVIDAD B. 

ESTUDIO DEL EFECTO Dl:.L P~'ETRATAHIENTO EN LA Dl•3ESTIBILIDAD 
ENZil"IATICA IN VITRO DE LA CAR Y EL ASERRIN D~ PINO 

Esta actividad tiene como objetivo el estudio del 
efecto del pretrata•iento de explosi6n t~r•ica y de hidr6lisis 
•cida en la ca.posici6n y digestibilidad del aserrin de pino y la 
coseta agotada de re.olacha respectiva•ente. El estudio del 
pretrata•iento del aserr ir1 de pi no tu• coaapleta-.ente report ado en 
infor•es anter iores. En este Sexto informe se _anal'izar• las 
alteraciones en el contenido de lignina, celulosa, hetaicelulosa, 
proteina y cenizas en la Coseta Agotada de Re.olacha <CAR> luego 
de ser sometida a distintas condiciones de pretrata.iento •cido. 
Talabien se reporta el efecto de estas distintas condiciones de 
pretrata•iento en la digestibilidad in vi!!.2 del •aterial, la 
cual se evalu6 a trav•s del ~todo de hidr6lisis enzi•~tica .i!J. 
~Q con una IM!Zcla de celulosa y celobiasa cocnerciales cuyo 
procedimiento experiMt!ntal se report6 en el Quinto Infor.e de 
Avance. 

El pretrata•iento quiaico de la CAR a trav~s de un 
proceso de hidr6lisis ~cida fu6 seleccionado por per•itir una 
hidr6lisis selectiva de la hemicelulosa sin alterar mayormente la 
celulosa. IniciallM!nte se trabaj6 a Z5 g/l de CAR con HaSO. y HCl 
a distintas concentraciones , temper~turas y tienapos de reacci6n, 
seleccion•ndose CCMIO condiciones 6pti•as HzS04 al 1.34 X , 88 •c. 
y 1 hora <Infor•es N• 3 y 4>. Este pretrata•iento debi6 
reestudiarse posteriormente para adecuarlo a condiciones a~s 
favorables para el pro•:eso de f"SS. Se traba.;6 a •.ayor 
concentraci6n de ~6lidos <75 g/l) y se estudi6 el efecto de 
reducir la con~entarci6n de HzSO• a fin de dis•inuir los costos 
del pretrata•iento. Se estudi6 razones de 0.5, 0.3 y 0.1 g HzS04/ 
g CAR a ee•c y tiempos de 1 y 2 horas, obteniendose niveles de 
solubilizaci6n de heaicelulosa sen~iblemente inferior•• a los 
obtenidos a ~ g/l pero nivales de DIV Cevaluados co.o 1. de 
celulosa hidrolizada en CAR a 9 horas de incubaci6n> entre un ~7 
y un 82 1. que resultan aceptables, lo~ que se infor•aron en el 
Quinto inforae de Avanc~. 

Los resultados que a continuaci6n se presentan 
corresponden a un estudio sobre un set de condiciones de 
pretrata•iento en un rango que seria el m•s adecuado, desde un 
punto da vista de los ~ostos involucrados Cfundamentalnaente en 
cuanto a la utilizaci6n d• •cido 6ulf6rico>, para la utilizaci6n 
de este sistetlA de pretratamiento como una etapa anterior a la 
F"SS. 

La '•bla B.1 muestra la cOMPo•ici6n proxi••l de 1• CAR 
cruda Crep.,rtada en •l informe anterior > y que sirve como base 
al anAli•i• d• los resultados. La tabla B.2 inuestra las 
condicin•• que .. aantuvieron constant•• en los di~tintos 
p·r etr ata111ientos, el ti e•po de oper ac i 6n tu• de 2 hr•· par a las 
distinta• condiciones de raz6n ~cido/CAR estudiadas, e•t• 
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condici6n de tie-.po estA avalada por 
presentaron en el Quinto lnfor..e de Avance. 

resultados que se 

Tabla LC. l : Cc.pc•si•: il•n pt'·~·xi•al de la Cc•seta Agc•tada de 
Re.olacha. 

Hidrosolubles 
L:ipidos 
Pectinas 
He.icelulosa 
Celulosa 
Lignina 
Proteina 

7. 

11,3 
1,1 
8,9 

47,6 
21,S 

2,1 
7,4 

Tabla 8. 2 : Condie iones de operac i6n del pretrata.ient•, 

Concentra•: i6n de sustrato : 75 g/l 
Temperatura . El0 •c . 
Agitac i6n : 250 rpm 
Volumen de operaci6n . 500 IDl . 

RESlLTADOS 

La tabla B.3 muestra el porcentaJe de remoci6n de 
s6lidos y la composici6n del •aterial obtenido luego del 
pretratamiento a distintas razones 6cido/CAR. Conao se puede 
observar en dicha tabla, se comprueba el efecto de au1nento en la 
remoci6n de •6lidos con la dis•inuci6n de la raz6n Acido/CAR. 
Tambi•n es posible ·:.bservar que a lledida que esta raz6n Jisminuye 
la solubilizaci6n de la celulosa aumenta tendiendo a un valor 
similar al de la coseta cruda. 

En la labla lt.4 se 1K1estra la digestibilidad er1zimAtica 
in vl£.!:q, del mat~rial pretratado en distintos tiempos de 
incubaci6n. Estos valores ofrecen un buen criterio de selecci6n 
de las condio: i•:,nes de pretrata•iento, ya que muestran un m.iximo 
de DEIV para la condici6n de pretrata•iento •2. Por esta raz6n se 
•elect.: iona esta condi.: i•:.n para todos los e~tudios da f"SS de CAR 
pretratada. 
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Tabla B.3 : Reaoci6n de s6lidos y cocnposici6n del producto del 
pretrata•ient•.). 

PRETRATAHIENTO l 2 3 4<•> 

RAZON Cg .ic. lg CAR> 0,05 '1), l '19, 3 .a, 5 

X REl'IOC I ON DE SOL I DOS 61 ,4 54, 7 41,"3 48,0 

··-
COl'POSICION RESULTANTE (7.) 

Hidrcisolubles S,9 6,3 3,5 18,7 

Lipidos 1, 2 2,2 1,5 1,2 

Pectinas 7,1 7,7 6,S ":3, 2 

He.aicelulosas 44,7 41,5 42,4 38, l 

Celulosa 26,6 28,4 35,S 32,8 

Lignina 3,l 3,5 4,2 5,4 

<•> : Los resultadcc; .;._,r,. ?sponden a 11Uestras obtenidas 
con un pretrat .. ~il to sin r1eutral izac i6n. 

Tabla B.4 s Oigestibilidad enzimAtica in vitro d~l •aterial 
pretratado d las distintas condiciones. 

DE I VT 

Tiempo de incubac i6r1 (h) 

2 5 24 

C.A.R cruda 4,9 4,9 4,2 

Pretrata•iento • 1 
0,85 9 •c./g CAR s,e 17,3 42,2 

Pretrata•iento I 2 
0,10 g Ac.lg c~ 9,9 23,4 48,0 

Pretrata•iento • 3 
0,30 9 •r../9 CAR 11, •j 12,l 38,3 

... 
DEIVT' • -----··- x 100 
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ACTIVIDAD C. ESTUDIO DE FERHENTACION EN SUSTRATO SOLIDO 
A NIVEL LABORATORIO CON CCSETA AGOT~DA DE 
REHOLACHA CRUDA Y PRETRATADA. 

RESUHEN 

Se realizaron expericncias de FSS de CAR sin pretrataaiento, 
eapleando las siquientes cepas: Trichoderaa reesei UC-4, 
Trichoderma aureoviride salvaje y Trichoderai aureoviride 7-121. 
Coao cepa de referencia se utiliz6 Tricboderaa reesei OH-9414. 
Lns experiencias se realizaron en columnas de fermentaci6n tipo 
Alazard-Raiabault, a tP.aperatura controlada y con suainistro de 
aire nuaidificado. 

Durante todas las experiencias se observ6 un desarrollo 
hoaoq~neo de aicelio sin esporulaci6n. Los m~jores resultados en 
t~rainos de enriqueciaiento proteico y p=oducci6n de enziaas 
celulollticas se obtuvieron con T.aureoviride 7-121. Los 
resultados obtenidos con T.reesei UC-4 no fueron satisfactorios y 
no superaron los obtenidos con la cepa de referPncia. 

En base a los resultados obtenidos se decidi6 seleccionar la 
cepa T.aureoyiride 7-121 para el desarrollo de las si9uientes 
experiencias. La cepa T.rePsei U~-4 fue aP.scartada y reemplazada 
por Ja Ci!pa T.rcefiPi J.H·l proporrin11•ul.1 ,..-•ri1·ntr.111entP Pn Pl aarcn 
del proyecto. 

Con las cepas selecionadas se realizaron experiencias de FSS 
de CAR pretratada quiaicaaente, en las condiciones establecidas 
en el punto B. del prP.sP.nte inforae. Con la cepa T.aureoviride 7-
121 se obtuvo un incremento considerable en la actividad 
celulolltica respecto de CAR sin pretratamiento, no ocurriendo 
igual cosa en el caso de la cepa T.ree~ei LM-1 en relaci6n a su 
contraparte UC-4. 

En base a los resultados obtenidos con la cepa T.aureoviride 
7-121, deberA hacerse un an!lisis qu~ permit~ establecer cuAl de 
los dos sustratos se utilizarA par~ l~s pruP.b~s a nivcl de 
fermentador prototipo que s~ r~alizarAn durante el tercer a!o de 
ejecuc\6n del ProyP.cto. 

I I II I I I 
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1 ) • METODOL0•3 I A. 

1.1. Microorganismos: 
Se :1t::: izaron !as :igt__!ientes •:ep.'3s: 

Trichoderma reesei QM -9414.Cepa de colec•:i6n usada c•:•mo 
.. .. patr6n de referencia. 

Trichoderma reesei UC -4.Cepa mutante propor.:i.:•nada por la 
Uni ver s i dad Mac i •:•nal Agr ar: ~,Per 1j. 

Trichoderma aureoviride nativa.Cepa aislada por el 
laboratorio de Mi..:robiolog::- de la Facultad de Ciencias Quimi·:as 
y Farmac~uticas de la Unive~sidad de Chile. 

Trichoderma aureoviride 7 -121.Cepa mutada de la anterior. 

1.2. Mantenci6n de cepas: 
L;;.s cepas se mantuvieron en tultos 

inclinados con agar pap~ dextrosa como medio de culti~o, 
inoculados con esporas e '"~ubados durante 7 dias a 28°C,y luego 
mantenidos a 5°C . 

1.3. Preparaci6n de in6•:ulo para f'MSS: 
Las columnas de Alazar~ y 

Raimbault fue·ron in;:ocul.~dc-.:o •:on micelio 0:recido en medio liquido, 
cuya composici6n se detall= ~ continuaci6n: 

Para Trichoderma reesei: 

TABLA 3 1 
Cc•mponente 

La•:tosa 
(NH .. >250,. 
MgSO,. ·7H20 
l'.H:::F'04 

Ca(l2 ·ZH20 
C6 H.,07 · H.zO 
5.-:•l 1.1•: i ·~·n Sale;:-

Para Trichoderma aureoviride: 

TAEtlA :t ·~ 

y/l 

E., (, 
1, 5 
0,23 
0,5'? 
0,123 
5,15 
I'', (I .. 11 I 1 

Componente g/l 

/ 

Gl 1_1r: osa 
<NH.,) 2 50,. 
MgSO,. ·7H2 0 
t<H:zPO,. 
CaCl2 ·2H2D 
Soluci6n de Sale~ 

G, 0 
1, 5 
(), 23 
'), 59 
0,123 
1(1,(1 ml/l 
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Composici6n de Sales Minerales: 

Componente 

F"eS04 -7H:z0 
11nsc ... -H:zO 
znso ... -7H:zO 
Ca:>Cl:z -6H:z0 

mg/l 

s,o 
1. 6 
2.5 
3,7 

Las propagaciones se realizaron en cultivo sumergido en 
matraces de 11, con 250 ml de medio de cultivo,inoculadas con 
-:-esuspensi 6n de esporas c.:: · 107 esporas/ml), proveni ente .de un 
tubo de agar con agua destilada est~ril. 

La incubaci6n se efectu6 a 30°C, con agitaci6n orbital de 
220 rpm.,con una duraci6n de 2,5 di3s para Trichoderma 
aureoviride y 3,0 dias para Trichoderma reesei, tiempos 
correspondientes a 3/4 del crecimiento exponencial del 
microorganismo, determinado en experiencias iniciales de 
cineticas de crecimiento de cada cepa en su respectivo medio de 
cultivo. 

1.4. F"ermentaci6n Semi-S6lida !!l columnas de Alazard-Raimbault: 

Los fermentadores de columna fuerc•n inoculados con el contenido 
total del matraz de propagaci6n junto al medio de cultivo s6lido 
que se indi~an a continuaci6n: 

Para Trichoderma reesei 

TABLA I 3 
Componente 

CAR seca (9 -12 mesh) 
CNH.,.) 2 SO.,. 
MgS04 -7H2 0 
KH2 PO.,. 
Soluci6n de Sales 

Para Trichoderma aureoviride: 

TABLA tt 4 
Componente 

CAR seca (9 -12 mesh) 
(NH.,.>SO.,. 
Urea 
MgSO.,. ·7H2 0 
KH2 PO.,. 
Soluci6n de Sales 

g 

150 
24 
o, e, 
2,25 

15 ml 

g 

1~0 

19,35 
5,1 
o, e, 
2,?.5 

15 ml 

La soluci6n de sales es la indicada anteriormente. 
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La coseta agotada de remc•l acha <CAR) fue previ amente 
esterilizada, durante 40 min. a 120 °C, al igual que las demAs 
sales.Luego se procedi6 a mezclar en forma esteril todos los 
componentes del medio de cultivo junto al contenido totol del 
matraz de propagaci6n,ajustandose de este modo la humedad inicial 
del sustrato en un 65 7. base humeda. 

Una vez realizada la iaezcla anterior, se dej6 reposar por 3 
hr. en refrigerador <en forma esteril),para producir una efectiva 
impregnaci6n del s61ido.Transcurrido este tiempo se procedi6 a 
rellenar en forma esteril cada una de las columnas de 
f ementac i 6n. .. .. 

Estas columnas de fertnentaci6n son aireadas con un flujo de 
70 ml/min. de aire esteril,por medio de un dispositivo ubicado 
inmediatamente debajo del tubo fermentador.Todo el sistema se 
encuentra en un bano termostAtico a 25°C para !.aureoviride y 
30°C para 1.reesei. 

1.5. Toma de muestras: 
El contenido de una columna corespondi6 a 

la muestra a analizar. 

?ara la extracci6n de enzimas se sumergi6 2 g. de muestra 
humeda fermentada en 30 ml. de agua destilada, agitando 5 min. a 
200 rpm. en un matraz de 250 ml.Luego se centrifug6 por 10 min. a 
5000 rpm. 

El sobrenadante obtenido se ocup6 para la determinaci6n de 
actividad de papel filtro CPF>, az~cares reductores, proteina 
soluble y medici6n de PH. 

El s•H i do fue 1 av ado con agua 
determinaci6n de contenido proteico. 

Otra fracci6n d~ s6lido sin lavar 
cuantificar el porcentaje de humedad. 

1.6. M•todos de AnAlisis: 

destilada para la 

se utiliz6 para 

La actividad enzimatica se cuantific6 
por la capacidad degradativa de la enzima sobre papel filtro, 
uttilizando el metodo del Acido dinitrosalisilico CONS) para la 
determinaci6n de az~cares reductores.Una unidad de papel filtro 
CUPf) se define como la cantidad de enzima que produce un 
micromol de az~cares reductores, expresados como glucosa, por 
minuto. 

Para la determinaci6n de proteina 
extracelular se utiliz6 el metodo de Lowry. 

La determinaci6n del contenido proteico 
en s6lidos se uetermin6 en base al porcentaje de nitr6geno en 
s6lidos mediante el m•todo de microkjeldahl. 

Para la determinaci6n del contenido de 
humedad, mediante gravimetria,se llev6 la muestra hasta peso 
con•tante en estufa a 90°C. 

I II I 11 I 
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2). ~ESUTADOS. 

2.1. Fer1Rentaci6n •1: <I.aureoviride nativa) 

En Fig. I l, 2, 3, 4 y 7, se presentan los perfiles de la 
cin~tica de fermentaci6n con I· aureoviride nativa. 

La inoculaci6n se realiz6 con el cultiV•:) l:iquido indicado en 
la Tabla •2, crecido durante 2,5 d:ias. 

La fermentaci6n s6lida se desarroll·~ a 25°C durante Ul\_lapsc• 
de 11 dias <264 ho,as). El medio de cultivo s6lido es el indicado 
en la Tabla •4. 

La Fig. 11 IM.lestra los cambios de humedad y ph durante la 
experiencia.La humedad del medio de cultivo fue aumentando 
durante las primeras 180 horas de cultivo y se mantuvo constante 
en 70'X durante el resto de la fermentaci•~•n. El ph experiment6 un 
descenso directamente asociado al crecimiento micelial.El nivel 
de ph m4s bajo fue de 3,7 a las 84 horas y aumenta hasta 6,3 
hacia el final de la fermenta~i6n. 

La Fig. • 2 muestra la concentraci6n de proteina e~cretada 
al medio de cultivo, alcanzando un nivel de 0,027 Cg/g car seca) 
luego de las 204 horas de fermentaci6n 

En Fig. I 7, se presenta la proteina en s6lidos, alcanzando 
un nivel maximo de 'Q.41 (g/g car seca), manteniendose en ese 
val or luego de las 144 horas de cul ti vo. 

La Fig I 3, muestra la cinetica enzimatica, observAndose un 
per:iodo de latencia muy pequeno Caprox. 15 horas), luego del cual 
permanece Constante (8 UPF/g seco) 

En la F'ig. # 4 se observa la concentraci6n de az•kares 
reductores, alcanzandose un nivel de 0,04 (g/g seco) 

2.2. Fermentaci6n ~: (I. aureoviride 7-121> 

Los resultados de esta experiencia se presentan en Fig. 5, 
6, 7, B, 9, con I· aureoyiride 7-121, en las mismas condiciones 
especificadas para la fermentaci6n anterior. Esta fermentaci6n 
fue llevada durante 11 dias • 

La F'ig # 5, muestra las curvas de ph y de humedad 
aumentando esta ~ltima en forma suave desde las 120 hor~s, 
alcanzando un valor final de 69,G'l., mientras que el ph 
experiment6 un descenso hasta 3,6 a las 96 horas, tiempo despues 
del cual empez6 a aumentar hasta llegar a un ph de 6,3 al final 
de la fermentaci6n. 

La Fig. # 6 contiene la ~roteina extracelular por gramo de 

II 11 I I 
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de sustratc• seco lleg~·nd•:• a nivP.l de C..,05 g/g a las 1'92 h•:•ras de 

cult i "~· 

En rig. tt 7, se pr esenlan l•.:•s resul tados lie pr-e:eleina en 
s6lid•:•s, logrAndose un nivel de 0,41 g/g seco a las 144 horas . 

En la Fig. # 8 ~~ observa que el nivel de actividad de PF 
logrc3do alcanza a los 11 UPF/g seco a las 1"32 horas de cultivo. 
Se observa un periodo de laten•:ia de 48 horas. 

En Fig. # 9, se •:•bserva el ni vel de azucares reductores que 
hacia el final de la fermentaci6n alcanz~ron 0,048 g/gseco~ 

2.3. f"ermentaci6n • 3: (I. aureoviride 7-121) 

Se realizaron ·::-· p·-:periencias •:omplementarias a 25°C con el 
mutante I· aureoviride, pard analizar el efecto que tendria sobre 
la fermentaci6n las siguientes modi ficaciones: 

Fer• 3.a): Un in·~ .. :ulc· propagado en fuente de carbono soluble 
<glucosa) y fuente de •:arbono insoluble (CAR), este ultimo como 
sustrato inductor de celulasas. 

Ferm. 3 b>: El medio de cultivo s6lido contiene s6lo sulfato 
de amonio coa'lo {mica fuente de ni tr6geno • 

f"erm.3 a): 
El medio de cultivo de propagaci6n es el mismo indicado 

en Tabla I 2,salvo que 0:omo fuente de carbono fueron considerados 
1,2 g/l de glucosa / 6,0 g/l de CAR con 1,7 dias de 
propagaci6n.El media de cu!tivo s6~ido es el indicado en Tabla 

#4. 

f"erm.3 h>: 
El medi o de •:ult i vc• de pr opagac i ·~·n es el i ndi c ado en 

Tabla • 2, sin embargo, el medio de cultivo s6lido fue cambiado 
segan lo detallado en Tabla # 3. 

En Tabla # 5 se en··uentran registrados los datos obtenidos 

en estas experiencias. 

2.4. f"ermentaci6n l_!l.: (I. reesei UC-4) 

Esta fermentacihn se r~~tiz6 ~on propagaci6n en lactosa como 
unica fuente de carbono,crecido per 3 dias. El medio de cultivo 
se encuentra detallado en TAbla I 1. 

El medio de cultivo s6lido se detalla en Tabla# 3. 
La fermentaci6n s61ida se des~rroll6 a 30°C durante 312 

horas de cultivo. 

l t:•r:: """5ultados ~.e present an en Fi9. I 10, 11,12, 13 y 14. 
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) TABLA • 5. 
") 

) Fermentaci6n I· aureoviride 7-121. 
) 

_) > 
) Ferm. 3b. 

) 

") r.-tuinedad final('%> 71) 66 

) PH final 6,5 3,0 

• Tiempo total ferm.<dias> 12 8 

) Fase Lag. (dia·s) 3 2,5 

) Tiempo produ.:•:i6n mAx. (dias:• 9 4 

) 

) UPF/g secc 7,4 2,5 

., Proteina en s6lidos (g/g) 0,45 0,17 

) 

.> 
Protwina extracelular Cg/g) 0,(16 0,03 

) ) Az(acares reductc•res (g/g) 0,034 0,022 
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La Fig. tt 10, detal la los •:ambi•:>S de huanedad experimentados 
durante la fermentaci~•ny varia•:iones de €.1 a 6€. i. de J1L1medad, 
•anteniendo:<? •:•:•nstante en este •.Htimo valor desde las 228 horas 
de fermenta·:i·~·n. Tambien en esta figura se presentan lc•s •:ambios 
de ph, el que experiment·~· un d~'c;o:pns•:e hasta un ph de 2r3 ha·:ia el 
5• dia dt> CL•lti'lo,mantenie~1dose Ci:OOStante en este valor luego de 

las 168 horas. 

En Fig. • 11, se observan los niveles 
extracelular •:•:on un mA~dmo de 0.017 gig seco. 

de proteina 

En f"ig. tt 12, se presentan los niveles de proteine en 
sblidos, logr~ndose una ".:o')fl-:entraci6n 11t.!xi•a de 0,35 g/g. 

La f"ig. • 13, muestra la actividad de celulasas expresada 
co.no UPF/g seco, que alcanza un valor de 4,6 a los 9,7 dias de 
fermentaci6n, observ~dose una fase lag de 3 dias en la pr•:educci6n 

de la enzima. 

Fig. • 14, muestra los, niveles de azucares reductores 
obtenidos durante la fermenta•:i6n , llegando a ur.a concentraci6n 
final de 0,016 gig. Se observa un mayor consumo de az(tcres a los 
4,5 dias alcanzando un nivel de 0,012 g/g. 

2.5. Fermentaci6n • 5: C ~ reesei Q"-'9414> 

Esta e:.<periencia se realiz·~ en identicas condiciones a la 
farmentacH•n I 4.El tiempo de fermentaciltn fue de 14 dias. 

I 11 

Los resultados son presentados en f"ig. • 15, 16, 17, 18 y 

19. 

En rig. # 15, se observan los cambios de humedad y ph 
producidos durante la fermentaci6n. La humedad final alcanz6 un 
677., en tanto que el ph se mantuvo en un valor de 3,0 luego del 

7° dia. 

La Fig. I 16, se presenta la proteina excretada al medio de 
cultivo, logr~ndose 0,032 gig hacia el final de la ferment<"d6n. 

En Fig. # 17, la proteina en s6lidos alcanz6 un niv~l de 
0,34 gig, lo que corresponde a un S,447. de nitr6geno. 

La f"ig. I 18, presenta la actividad enzim~tica degradativa 
sobre papel fitro, logrAndose 6,5 UPr/g a las 288 horas. 

En rig. I 19, se observa la 
reductores. El mayor consumo se 
,estabilizAndose en un vdlor de 0,015 
fermentac i ~·n. 

I II , I 11 

concentraci~·n de <:1z(ir.:ares 
produce al 5° dia 

gig hacia el fin~l de la 
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2.6. Fer.entaci ~n •6: •-!· aure•::-viride 7-121) 

Est~ exper i enc i a ~e de~ar·rol 1 l• en id~nt i cas condi•: i ones a la 
Fer.entaci·~·n 12, di firiendc• sol•:> en el tipo de sustrato 
utilizadc•. La coseta agotada de re•olacha fue hidrolizada 
•ediante tratamiento Acido (Q,1 g.Ac. sulfurico/g. CAR seca), 
bajo las siguientes condiciones: 

Cone. Sustrato : 75 (g/l) 
Temperatura : 90 oC 
Tiempo : 2 Ch> 
Agitaci6n ::250 rp• 

El sustrato debida.ente neutralizado. fue utilizado en la 
Fer.entaci6n •6, obteni~dose los siguientes resultados: 

En Fig. 120, se observan los calllbios de hu9edad y ph 
producidos durante la fer.entaci6n.a los 15 dias de cultivo la 
hu.edad del sustrato alcanz6 un 737., en tanto que el nivel de ph 
•As bajo alcanzado fue de aproxi.ada9ente 3,5 a los 6 dias de 
fer.entaci6n, y un valor de 6,7 hacia el final de la experiencia. 

La fig.#21, muestra la concentraci6n de proteina 
extracelular en el tnedio de cultivo alcanzando un nivel •Aximo de 
O, 11 g. proteina/g. CAR seca. 

La fig. #22 presenta la proteina en s6lidos,la que alcanza 
un nivel de 0,42 g.prot./g. CAR seca., valor similar al obtenido 
en fer111er.taci 6n 12. 

En fig. 123, se muestra el nivel de actividad papel filtro, 
logrAndose un nivel de 29,2 UPF'/g. seco, a las 288 horas de 
cultivo. Se observa un periodo de latencia de 72 horas. 

En rig.124, se observa el nivel de azl.'.1cares reductores que 
hacia el final de la fermentaci6n lleg6 a un nivel de 0,008 

g. /g. seceo. 
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3). COMENTARIOS. 

a). Temoeratura: 
Se reali=6 e~periencia de fermentaci6n semi-

s61 ida •:on I· reesei QM-9414 ~ 25 °C, •:uyos resul tados no se 
presentan en este infc•rme, c•:•n l•:•s mic;inos medios de propagaci·~·n y 
de s•Hidos utilizados para la f~i'mentaci·~n # 5, observAndose que 
a esta temperatura se producia una fase de latencia de 7 dias, 
durante el cual s•Ho se observ·~· algunc•s focos de 1:recimiento. A 
30°C se observ·~ sin embaYg•:o 11n cr~cimi l'?nto h•!mogeneo .-"i sin 
esp or ul ac i t.•n. 

determin·~· en 
crecimiento y 

En rela•.:i·~·n -~ la •:epa I· aureoviride, se 
e)';per ien•: i .:ts· ar.ter iores, una temper atura ·~pt i ma de 
produo:ci·~n de er--irn.::\s de 25°C. 

b). Medio de propagaci6n: 
Es sat.ido que el empleo de in6culo de 

micelio reduce en forma apre•:i:.::>le l•:is tiempos de fermentaci6n en 
•:ompar ac i 6n con exper i enc i as qL'e ut i 1 i z an resuspensi ·~n de esp•:•r as 
como int.•culo, eliminAndose asi los largos periodc..s de latencia • 

De este modo, en experiencias con 
micelio como in6culo, se observ6 que I· reesei UC-4 creci6 muy 
debilmente en medio de propaga•:i6n cc•n glucosa como (mica fuente 
de carbono. En glucosa m~s e~tr~cto de levadura, lo hacia con 
crecimiento muy esc~so y focalizado, desarrollAndose 
micro•:olonias independienf;f?c. q•Je no se e·-<tendian por todo el 
sustrato. 

Para I· r ~~e~e~s~e~i~---'QM-9414, tambien 
existieron dificultades para el crecimiento en glucosa ~omo 
fuente de carbono.Adicion~ndole extracto de ,evadura al medio de 
propagaci6n anterior se ohtuvo un crecimiento m~s visible de 
micelio y esporas. 

E11 la pn~sente investigaci·~·n, para las 
cepas de I· reesei, como para las I· aureoviride, se uti1iz6 
propagaci6n en lactosa y glucosa respectivamente (sin eKtracto de 
levadura), observAndose qui'? el microorganismo se desdrroll6 en 
forma uniforme y sin esporulaci6n durante todo el tiempo de 
fermentaci ·~n. 

c). Humedad: 
La humedad inicial (61 - 65%) se encuentra cercana ~l 

limite de la cpacidad de absorci6n del sustrato, observ~ndose sin 
embargo un ~umento gradual de la capacidad de absorci6n de agua 
del sustrato fermentado, al~anzando alrededor de un 70% de 
humedad relativa para tod~s las experiencias realizadas. 
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d). P!-!: Se utiliz6 el m~todo de control aut6gcno de ph que 
.-.;ns1-te en utilizar· rlo.•< fuent.es de nit.r·\~_1rno, su1f.~t·:• rle am•::oni•:• 
y ur~~- Es esperable una disminuci~n d~l ph en una primera etapa, 
prodt•·:t:o del c•::onsum•:• del sul fat•:• de amonio y 111e1JO un aument•::o 
gradu~l del mismo a medida que la urea es consumida. 

Este m~todo de •:•::ontYol de ph fue efect iv•:• par a las cepas 
I· aureoviride, sin embargo para I· reesei QM-9414 se observ6, en 
ex::>er:encia no reportada, que de un ph inicial de 4,2 •:•::omenz·~· 
inmed~atamente a aumentaY en forma gradual hasta f,,5 al 6° dia de 
fermentaci6n, lo cual indicar ia que ~1 micro•:•rgan~smc• rn~,tabol iz·~· 
en pr:mer lugar la fuente de nitr·~·gen•:• •::org~ni•.:a.Ero relaci•'•n a la 
humed~d de est a •i sma e:1:per i enc i a, el si tema •:•-:>seta - hongo se 
mantu~o entre un 61 y 63% durante toda la fermentaci6n.Actividad 
de p.;.;tel filtro pr~cticamente nose obseyv6 ( 0,6 UPF"/g). 

Por los resultados arrojado~ de esta e~periencia co I· 
reesei,es que se opt.~· p•:•r el medio.:- JP. •.:ultivo con sulfato de 
amoni0 como Qnica fuente de nitr6geno <Tabla 13). 

Los ph m~s ba_jos yegist..-ados en Ferm. 
3, 0, :'31 or es l i mites ·~ ·=·n 1 os •:•Ji.~l e•_; o:.~ 
efect0s inhibitorios s0bre la en=ima. 

I 4 y 5 son de 2,9 a 
•-: 1: 1mi er•Z an a pr oduc i r 

e). ~roteina extracelular: Puede observayse en todas las 
fer m-=-ntac i ones una bL1er1a corr el a(: i t.•n •:on 1 a a•: ti vi dad degradat i va 

de p2pel filtro. 

f). ~·r-otei:ia m s6lidos: La pr•:::•teind ligada al s•Hido es un 
indi~ador del crecimiento micelial.El valor real de proteina 
exis~ente se veria ~f~ctado durante la etapa de lavado del 
s6li~o, en donde algo de c~lulas seria desorbido, sin embargo, se 
obsE~v6 un efecto de mayor trascendencia: el porcentaje de 
prot~ina inicial en s6lidos se encuentra sobredimensionado. En 
p·1;pP.·ie:-1•:ias realizadA·~ en este. tr.:,l;aj•:•, Sf.! obsf:'rv6 que a pesar 
rln G•P la coseta inici~lmente humedecida con el medio de cultivo, 
apo:-~n.adamente 2,0 yramos,er<.~ lr.1':,:u..la .:on 100 ml. de agu;~ 
dest1lada, las sales de sulfato de amonio no son arYastradas 
durante el lavado,con lo cual interfieYen en la determinaci6n del 
porcentaje de nitYt.•geno en s~·lid•:•.?, p..-e:-~~entAndosP. l·~·S siguientes 

yesul tados: Par a CAR m~s sale~ c:;P ·:ih t. 1.110:.• 1m 1 fJ, f.~~ rJp pY o~ e;. na. 
Para CAR mAs sales e in6culo, un 18,8% de pYoteina. 
Para CAR sola, un 9,0% de pyoteina. 

E~ esta la raz6n de los altos niveles de 
proteina inicial C0,17 - 0,20 g/g sec0l. Egte efncto se veria 
disminuido a medida que avanza la fermentaci6n debido al consumo 

de l~ fuente d~ nitr~geno. 

,·,,•1 
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Posteriormente, se realizaron experiencias en el transcurso 
de la rermentaci6n •6,de contenido prot~ico en .uestras con 
previa extracci6n en condiciones de agitaci6n de 200 rp•. durante 
15 •in., en donde sobrenadante y s6lidos le fue deter•inado el 
contenido de proteina. Se observ6 0,13 g.prot.en s6lidos/g. seco 
para el punto inicial de feriaentaci6n, en relaci6n a 0,20 g/g 
obtenidos en muestra lavada con agua destilada. La diferencia del 
contenido proteico se encontr6 en el an4lisis del sobrenadante. 

A medida que la fermentaci6n transcurri6 , se corrobor6 que 
el contenido preoteico en cada una de las .uestras s6lidas, ya 
sea tratada .ediante una fuerte extracci6n o un simple lavailo,fue 
cada vez •As si•ilar a lledida que la fermentaci6n avanz6, 
llegAndose a valore~ prActica.ente iguales hacia el final del 
cultivo. 

El contenido proteico para I· reesei fue de 347. y para I· 
aureoviride de aproximadainente de un 4~~. hacia el final de la 
fermentaci6n, per•aneciendo inalterado este ~ltimo valor al 
utilizar coseta agotada tratada qui•icamente. 

La velocidad especifica de creci•iento evaluada a traves de 
la velocidad especifica de incretnento de proteina en s6lidos, es 
sensiblempnte superior en cepas I· aureoviride que en I· reesei. 

g>.Actividad enzimAtica: 

La actividad enzimAtica evaluada 
mediante la capacidad degradativa sobre papel filtro,indica 
valores para I· aureoviride 7-121 de 11 UPF/g. seco, y un 
valor de 8 UPF/g para I· ~· salvaje, en relaci6n a 6,5 UPF/g de 
la cepa de referencia. Resultados muy inferiores fueron los 
obtenidos para I· reesei UC-4 (4.6 UPF/g.>. 
Resultados 6ptimos <29,2 UPF"/g. > con I· aureoviride 7-121 fueron 
obtenidos en fermentaci6n con CAR tratada quimicamente, resultado 
esperado debido a que el sustrato asi tratado resulta ser mAs 
fAcilmente metabolizable para el microorganismo. 

Cabe hacer notar que se hicieron 
estudios preliminares de procedimientos de extracci6n de la 
enzima, obteniendose un aumento de alrededor de un 107. en la 
actividad de papel filtro si la enzima era extraida con agua 
destilada a que si lo fuese con tamp6n, tal procedimiento fue 
tomado como norma de extracci6n • 
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h>. Azdcares Rl!ductores: 

Es esperable que el oivel de az6cares 
reductores disainuya en una priinera etapa debido al creci•iento 
inicial del hongo, atribuible al consulKI de azucares de r•pido 
•etabolisino. Este resultado es observado en las experiencias con 
I· reesei. Con I· aureoviride se present6 tendencia a un. aumento 
de tales azucares, resultado poco esperado, puesto que una mayor 
actividad celular requeriria de un mayor consu.o de azucares como 
se presentaria en una fermentaci6n del tipo sumergida.Este 
resultado pareciera indicar que la sintesis de celulasas en estas 
cepas no seria de•asiado sensible a la represi6n por az6cares 
r•pidamente •etabolizables. 
En experiencias de fermentaciones del tipo su~ergida se ha 
observado que I· aureoviride nativa, consu.e he•icelulosa que 
contiene la CAR, con lo cual se estarian acumulando azucares 
reductores no metabolizables por el microorganismo en el medio de 

cultivo. 
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CONCLUSIONES 

Una sintesis de los resultados obtenidos en la FSS de CAR cruda 
con distintas cepas celuloliticas. se encuentra en la Tabla y 
Figuras de ResulK!fl anexas. 

Se concluye que las cepas de T.aureoviride presentaron IM!jores 
condiciones que las de T.reesei para su cultivo por FSS. Tanto el 
nivel de enriqueci•iento proteico co.o el de producci6n de 
celulasas es significativa11ente superior en esas cepas. 

La correlaci6n obtenida entre enriqueci•iento proteico en 
s6lidos, que es una .edida de creci•iento celular. y prodwcci6n 
de enzi•as celuloliticas es razonable por cuanto el Medio de 
cultivo considera li•itaci~n por carbono y dispone de celulosa 
ca.o principal fuente de ese ele.ento. 

Existe una buena correlaci6n entre el nivel de actividad 
celulolitica y de proteina soluble en el caldo fermentado. Ello 
permite sostener que una parte significativa de la proteina 
excretada por estos •icroorganisaos corresponde just~te a 
enzi•as celuloliticas. 

Las cepas 
6ptiaas por 
observadas. 

fupron 
lo que 

cultivadas 
no puede 

a sus respectivas temperaturas 
atribuirse a ello las diferencias 

La cepa de T.reesei UC-4 observ6 un comportamiento similar a la 
cepa de referencia en relaci6n al enriquecimiento proteico en 
s6lido. Su actividad celulolitica fue, no obstante, incluso menor 
a la de T.reesei Qt'l-9414. Esta cepa ha sido descartada para 
estudios posteriores y reemplazada por un mutante del mismo 
linaje, supuestamente •ejorado CT.reesei LM-1). 

Las cepas de T.aureoviride fueron significativanaente superiores a 
la cepa de referencia, tanto en terminos de enriquecimiento 
proteico como de producci6n de celulasas. En relaci6n a este 
ultimo aspacto las diferencias fueron m~s considerables. 

Lo anterior, unido a la simplicidad de la preparaci6n de 
in6culos, su relativa insensibilidad a represi6n catab6lica y su 
interesante perfil de actividades celuloliticas,justifica la 
elecci6n de estas cepas para estudios posteriores. Adicionalmente 
se trata de cepas nativas y mutantes derivados, lo que le otorga 
un merito adicional. 

La cepa mutante 7-121 es su~erior a la cepa nativa, tanto desde 
la perspectiva de enriquecimiento proteico como de producci6n de 
celulasas. En el primer aspecto las diferencias no son demasiado 
marcadas, pero la capacidad de producci6n de celulasas es del 
orden de un 40 % superior en la cepa mutante, lo que puede 
considerarse significativo. Si a eso se une la alta estabilidad 
gen•tica del mutante, que no ha observado p•rdida de marcas en 
m•• de un a7.o, se concluye la conveniencia de escoger la cepa 
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T.aureoviride 7-121 para los estudios subsiguientes. 

Una vez concluido el trabajo con CAR cruda, se realizaron 
experiencias con CAR pretratada con ~cido sulf6rico diluido. 
Los resultados obtenidos con T.aureoviride 7-121 son a.apliaaente 
satisfactorios. Respecto de la •is•a cepa en CAR cruda, se obtuvo 
un 165 x· de incremento en la producci6n de celulasas, con un 
nivel de enriqueci•iento proteico si•ilar. El valor de 29.2 UPF"/g 
s6lido seco es bueno si se le ca.para con resultados pub~ .. ~cados 
en la literatura. El sustrato, depurado en el pretratamiento de 
parte importante de su contenido de he.icelulosa, resulta un 
superior inductor de la actividad celulolitica. No obstante, debe 
considerarse que en el caso de CAR pretratada existe una p•rdida 
d• s6lidos por solubilizaci6n del orden del 42 al 45 % durante el 
pretrata.iento. Esta p•rdida de •aterial s6lido debe ser 
considerada en un anAlisis ca.parativo entre FSS de CAR cruda y 
CAR pretratada. Resulta, sin embargo, interesante considerar el 
uso del material hidrolizado, rico en az6cares especialmente 
pentosas. Este hidrolizado presenta multiples usos potenci:des 
que, aunque no contemplados de estudiar en el marco del proyecto, 
podrian resultar en una interesante linea de proyecci6n • 
Resultados preliminares obtenidos fuera del marco del proyecto, 
indican que mAs del 50 i. del contenido de azucares reductores 
del hidrolizado son fermentables por cepas de la ~specie Candida. 

Un anAlisis posterior de costos y 
determinarA qu• tipo de sustrato se 
realizar en el fermentador prototipo. 

viabilidad operacional 
emplearA en la prueba a 

Resultados en procesamiento, obtenidos con CAR 
cepa T.reesei LH-1, no son significativamente 
obtenidos con la cepa UC-4 en CAR cruda. 

' .,., ... ,". 

pretratada y la 
diferentes a los 

/ 
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TABLA RESUMEN 

FERMENTACION E~ SUSTRATO SOLIDO 

C..\R SIN PRETRAT.·1.MIE:'4i0 
CAR CON PRETR. 

T .a. nativa T.a. 7-121 T.reesei T.reesei UC-4 T.a. 7-121 

- - -
()1 9414 

(UPF /g. seco) 
8.0 11. 0 6.5 4.6 29.2 

(g. prot. s6lida/g. seco) 0.41 0.43 0.34 0.35 0.42 

(g. prot. soluble/g. seco) 0.027 u.oso 0.032 0.017 0. 11 

(g. az. reduct./g. seco) 
0.0'10 U.048 0.015 0.012 0.08 

Tiempo mixi111> proJucci6n (dfos) 9 9 10 10 12 

I I ~t' /, 
If 1 y. / 'J 

~.,. 
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Fig. Resumen 

4 

a T.reesci QM-9414 

• T.reesei UC-4 
a T.aureoviride 
A T.aureoviride 7-121 

6 8 10 

Ticmpo (dias) 

i 
! 
1 

12 

Resultados con CAR cruda. 
Enriquecimiento proteico en s6lido. 
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Fig. Resumen: Resultados con CAR cruda. 
ProducciOn de celulasas. 
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ACTIVIDAD C. DETERMINACION :E lSOTERMAS DE SORCION 
DE COSETA AGOT~OA DE REMOLACHA 

I. 00.JETIYOB 

Deter•inact~•n de la9 cur ... as de sorci·~n de agua de la coseta 
ag•:•tada de re,..>l acha pura. 

- Deter•inacl~n de las curvas de eorcl~n de auu~ de la coseta 
ag·~tada de re..:•l a·: ha c•:•:- sustrato •: sup I mnentada {!ll di st i ntos 

est adc•s de degr adac i ·~·n ) . 

- Veri fi•:a•:i·~n tie cre·:imient•:o cni•:robiano a las di&tintil& 
humedades relativas ·:·:·n!IHleradas en la deter111lnaci·~·n de las 

curvas de sorcl~n. 

- (:
0
:

0
rrela0:ii::0nar las ·:11rvi'S de so:•rci·~·n •:·htenidas o::•:•n mollelo:os 

mat~m~ticos e~lstentes. 

.. . 
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2. PARTE EXPERltENTAL 

2.1 Deter•lnacl6n de curvas de sorci6n 

La dl!ter•inaci·~·n de las curvas de sorci•!•n sa. realiz·~· 
in·:ul.JaruJ•:::ii •uestras tJe •:oseta a una teraperatura de 20•(:, en un 
siste111a est~tico en que la hurnedad relatlva del aire puede ser 
regul .acla con soluc lone& saturadas de sales. 

En la tabla 1. se indican las soluciones de sales y las 
hu.eJ.:1rles rel at I vas c;:-rrr!sp·~ndi entes usada& en 1 a deternai na•: i •!•n 
cle 1-.ls isotr.rMa&(l,2,3.l. 

la9 conrJtciones cir! lit experiPn•:ia fuer•:•n las siyuientes: 

Ti e111po rla I ncuhcJ•: i ·!·n : ·=., cl J as 
i l!mper at ur a de in•: 11ha·: i •!•n : 21J 0

(: 

2.1.l Curvas Lie aorci6n coseta puru 

L.1s curvas de s•:•r•:i•!•n de la •:.:·•eta pura sa ohtuvieron •:on E?l 

si gui ente pro•:edl mi en to 

lluranl:e 2•1 hora&, sr~ mantl1v\• ~!•) U• de •:011elL1 en 100 ml. de 
una 5•:-lu•:i·~n de metal.Jisul fi to de Y• ... llio al lk, con el fin de 
evil:<, ... •:re•:imiento micr.:·hiano en le.\ t!l:apa de incuha•:i·~n. 

t\l •:al.Jo de ese tlL?mp•:i la mur.stra se filtr·~ para retirar el 
lic111i<k• remanente destin<\ndose partc de la muestra h(1meda para la 
·::.l>tc11-: i ·!on tie 1 ii ;;urva de clesor'.: i ·~·n &eg•jn pun to 2. •I. 2, y el rest';, 
en la clelerminacilon dn la curva dr:! atlsorci·~·n seg1jn punt•:• 2.'l.l. 

2.1.2 Curvos de sorci6n coseta fermentada 

!.·:·n ruspeo::l;o a li\& t.:urvas tin sor•.:i·~n dr~ la o::osc?ta rm 
rJisl;i11b:•s nsl;adoa ch~or;ulc.ll:iv'°·'s se pr;;-•cnlli.', como sJu•u!: 

. ~ ... , ... ... . ..... ,. •:· 



\ 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

.) 

) 

) 

J 
) 

) 

) 

~ , , 

Se t•::OM•~· una muesl;r a de •:ost?l a I er menli'da ( l l 
y se ina•:tlv~ el cre•:lmiento mi•::ro:oblan·~ a9regaruk• 
metahisul fl lo de 9C•dio::e en rorma s•Hida para pr•:OV•: .. :ar 
•: ambi •::es posl l>l es en I a humedad in i •: i al de la muestr a. 

g. apro::ox.), 
r). I g. de 

I eos iaini iaos 

Parte de la mneslra h(uneda se ul;J liz·~· en la dctermina•:iO:•n de 
I a curv.i de clesor•: i ·~·n y el r1?&to par a ·.:•utener l a .. •:urva de 
ads•:•r•:i·~·n seg(m punt•::>s 2.4.2 y 2.•1.1 Yl;?SJle•:thramPnte. 

Se •:•btuvl er on I as i sot er mas do um··: l ·~·n en tre& e&tark•s de 

fermentaci·~·n para los slguienles mi•:roo:oryanismo:ow c 

2.2 Veri ficac16n de crecimlento microbiano 

St? reallz·~ una e:..;pE?rhmo::ia para v1:?rlri·:ar iJ partir de que 
ao:tivitlad de agua 9e prod11o:e •:recimiunlo mi·:r·:·hlano, para el lose 
in•: .. :uH• •:o::o~ml:a co:•n la 0:epa L._r.Q!t§.YL.!J!:'! - ·:J·U:.L y sc! incuuaron 
muesl:ra en ual:ufa de o:ult;ivo a las dj5l;intas hum1.?dades relativas 
1:o;:.nsiflnrada11, sag1jn las 91\)Uientc.;?S 1;oncfl 0:J•:•nC3 I 

Ti£"?mpo:.o cJo incullaci•!ol' 1 9 c.lias 
Tumpuyal:ura de tn•:uha•:l•!on c 21J°C 

Luuyo lie c ump 1 ilJo el l i emp•..:• tie i ri•: ltbilo:. i ·'.·n, su c ompr ol> •!o 
cre;:imiP.ntc• mlcr,.:il>ian•::• mradtante r.h?tl!rmirwci·'.·n clu pr•.:•l:tdnr:l ueg(m 

1nm to 2. •I • :J. 

... , .. ' . . ·~ ..... . 

.··--
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2.3 tlodelacl6n .ate.~tica tie curvas cle sorci6n 

Las curvae de aorc i ~·n •:•bteni t.laa •e nK:•deJ ilr~·n mal:cm.!l i camente 
probando •:uatro ecuac i •:>nes ln rormada11 un l l ter0&tura (•I:•, o!!ltas 
fueron las siguientes : 

- E·: ua•: i ·~·n de I lender son ( 1 ·?JS2 ) : 

) 1 - a_ :s e~;p [-- (oxX"' :~ 

• , 

1 

) 

) 

) 

) 

J 
) , 
) 

.,J ., 

·- E·:ua•: i ·~·n de Kuhn ( 1 ·-:J/2 •: 

x :;: _i!__ .... •.X 

Ina_ 

- E•.:u<v:i.'0 11 fir.? lqlc?slas y (hirifo ( 1":170 ): 

In [x + ( X2 ·t X.""" )'°·"']"" f)a..., + •:ll 

- Eo::l1a•::io'.·n c.Je Iulesias y (hiri re ( 1~::.illl ): 

X = (1 [--!!""·-----] ·I •JC 
1 - a ... • 

: e~,;prcsa 1 a ao:: Li vi tlad de i.\l:Jlla aw=- IS.R I 100 

t-1. R % rJa humedad rel at i va 

x 

IJ ' (:I 

•:•:on~unillt.) de lu.1111cdarl expresa<.lo::o r.omo '1. en basE! ser.i.l 

: •:O:•ntenido de h11111f?il.,d rm ba!ic srio::a para una i\O::tividall de 
etylli.\ aw"' (1.5 

fH\r~m11trcoa q11c cll?ecrih~n las i!5col;eymas 

" 
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rara dctcrmlnar }OS par~melros OI y I) Se pr•:.,:edi (_, a 

lim~alizar la& e•:uaclones anterieore~. 

2."1 ~totlos 

2.-t.l. Ueterainaci6n de las curvas Lie adsorci6n CS,6> 

- (:olo•::ar las muefitra& de •:oseta de apro:dmadamente l g. en 

0
:apad1os de alumlnlo previamente &eo:ados. 

- 5ecar las muestras hasta ohluner peso cc•nst,;:111le en estufa a 

apr 0: 0 :d mad amen te 50 •(:. 

- (:oJ•:n:ar las muestras dentro du rlvsecadora•, que •:•:•ntienen las 
s•:•lu•:iones s•:•bresaturadas de sales y ·:errarla51 hermeU•;amente con 

vaselina 

- PMll!Y las <le9e•:adoras en amblenle constante clo 20-=c ( est11fa rJr. 

1;U l l i VO:.• ) • 

- Pesar 1 as mues tr as duapues de '9 di as de i no:uba.:: i 0'.•n. 

-· !:if? determlna cl 7. de humedad de la siguienta mam.?ras 

clondn 

m, 

'l.l·lumell all = ( m , -=-. .m.• _'!._ • 100 
m, 

pesc• de la muestra despues de alcam:atlo el r:?quilibrio c.:m la 

S;J 1 

peso de lia mueslra seo::ada en 1.:.1 eslada. 

/ 
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2.4.2 Uc~ter•inacl6n de las curvas de rlt?sorci6n<5,6> 

- ( .• _•lo•:ar las mueslras huinedas d~ apro:.dmildam1mle 
;:apadloS de aluminio previamente secatlos. 

y. l?ll 

- C•:•lc .. :ar l c.Ui mueslras t.lenl:ro de 1 as 
las solt...:1•:•ne9 so:ibresaluradas de 
hermeti•:ilmeonle •:on vaselina. 

Lie sec ad or as q1.1e c 011 lien en 
las sale5, y cerrarlas 

- Pc•ner 1 ag clesecad·:•ras en ambi ente .::onstante de 20 •c ( l"?stu fa cJe 

•:: u l t i v•:• ) • 

- Pr.?sc.tr lag mueslras despu~s de ·:, dias de incubacio'.•n. 

DE?tnrminar el 'l. de humrnlacl dP. las muestras en r~quilJhri•:• •:on 

la soJ11°:j·~·n ~illlna o:omo sn inrli•:a a •:rn1lirn.w•:i·~·ri: 

d·:·ndr! 

'l.I h unecl ad = !!l r -=-1!1• .L_L~J..Li• 1 (11) 
m~ ( 1 - II ) 

m, : pt.?5•) cle la mur.?slYa final ( flesp111~s tie! 1mrfotl•.• <11.~ 
i1K11h.:Ki•'.•ll ). 

m, rmso <111 la muest\"a inicial ( h1"11111!d.tt ) 

II Ir ,;;v.: o:: H·n de l111111e;HlatJ Lie 1 a mrn.?tS I. r i.'.\ in id a 1. 

m,( 1 - II) s pf:Jso rlr:? la muustra lnldill ( se•:a) • 
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2.4.3 Preparaci6n de las soluciones salina& 

Disolver en agua destilada una cantidad adecuada de sal 
hasta .sobrasatur.acl6n .a una temperatura mayor a la utlllzada en 
la incubaci6n de las m~estras para determinar curvas de sorci6n, 
sc~g(m su solubi l i dad y revo:ol vi end•:- •:onstantemente. 

Tabla 1. t·lumedad relativa de s•:•lu•:ic•nes de sale& saturadas 

SALES Y. l·IUHEDA' J REU\T lVI\ C:2B •C) 

Li Cl 
l(C2l·l:.O:z 
MgCl:a 
K:zCO 
Na Br 
CoCl:a*H:.0 
NaNOl:J 
1((:1 

BaCl:a 
l(NOae 
l(zSO,.. 

2.4.3 Deter•lnact6n de prol;e:lna<7> 

Sc utl 11 z6 
bio16gico. 

de 

11. 20 
22.30 
32.:m 
•13. 70 
~f •• ao 
63. O•I 
7:-J. ~El 
03.ml 
0"3. •tu 
92. E.12 
97. 12 

Ml crok.Jel <.I.ah\ par a material 

- Soluci6n de 
cone an l:r ac.Jo ( 
cobre. 

ac. sul r •'.1r i co: 250 ml • de .k i c.Jo ~ul f •.'.Ir i co 
98Y. ) mA& 0 ml. de 901111: j ·~n seatur ada de! sul f ato cir.:? 

- lnc.lica<.lor As 6oluci6n a::ul <.le 111t!Lll1mo al J'l. 
- Inrlli::aclor D Solucll.in saturacla clu rr.•J:• do Rtc!lllcn'• 011 alcohol 

cl; J 1 l co &\I ':J:,i.. 
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lndicador C a 1 ,5 inl. de indicad·:•r /\ y 12,:5 ml. de incli•:adc·r [•. 
S•:•lucl·~·n l> 1 25 ml. de &olu•:i·~·n saturada cle c\•:itk• h·'.-.-ico 7,57. 

(p/v) y 0,1 111. de indicador C. 

La soluc i ·~n D es inestable, luego &e prepara 1 a ne•:esar i a 
para cada anAlisis. 

Pr•; .. :edi mi entQ c 

-Digestit!•o: Se pesa O, 1 g. de muu•tra .aec.a y ae r•:•ne en un 
re•:ipiente da microkjeldahl de 100 ml. dn Ci\pao:ldad. Luego se 
adi c ion an 2 ml. de sol uc i 6n de Ad tk1 •ul H1r 1 co, I g. cle aul rate• 
de potasio y &e pone durante 4 h·:araa al rueyo lcml•:•. La s 0:alu1:H0n 
queda vercle cri•l:al ino. 

-Destilaci6n1 Se erectaa 
re•:il>ldora contenlda en 
capacid~~ se ubica bajo 
la punta final del tubo 
sol U•: i •!•n. 

en el apari\Lo microkjeldilhl. La soluci6n 
un matraz crlenmeyer cJH 51) ml. de 
el serpenl:l.n refrigerante, de mode• que 
refrigerante c1uede &u1Perglda en la 

A la muesl:ra digerida se adicionan 10 ml. de? agua destilada, 
se agita la mezcla y se vierte en el aparato de destilaci6n. 
Luego se aclicionan 15 a 20 ml. de hidr•h:h.lo Lie &<.•dio al 401. (p/v) 
y se cominn::a la desti lao::i·~n hast a que el vc•lumen l.lc? solu0:i·~·n 
recibidora sea de 50 ml. 

-TitulacU1ru .. La soluci·~n recil.Jidora se titula co:m Acitk• 
clorhidric•:• cuya normalidad debe estar (?fl el rang•:• 0,01 --(t,03t-I. 

-Bl ancr.•: Pi\Y a un set de an.Ali sis, en l os que se us an I as mi smas 
s•:il uc i ones i ndi cador as, se ha•::e un hi anco d·:·nde sc? si gue el 
mismo procedimiento, pero ain la muestra. 

-P·:orcrm!.9..lt? rJa nttr·~ge110 en s·~ll!!!2.'!t El •:Al•:ul'" dt?l 'l. de 
nitr•~geno en a•Hi1loa se hace en ba!.'ln ._,la 111iuuJ1!11ll! rn.:ua•:io!on: 

Y. N • ,li,QQB CV-Yb>*N*102 
mg. de muestra 

N normalidad del ~cido, moles/I 
V volumen de Acldo gastad';, durantt:.i la titulacH•n, ml. 
'lb vc•lumen de cicido usado durantc la titulacil.•n dcl blanco,ml 

/ 
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3. Resultado& 

La figura 1 1nuestra la isc•ter-ma de sorci6n de agua obtenida 
J>ara la ceesel:a crudJ, y d1? las figuras 2 a la B ae presentan las 
curvas de aorci~n de auua de la ceoseta en dlstlntos e!ltad•:•s de 
rlegradacl6n para las •:P.11a& J.aure•:ovlrido 7-121 y T.reesei UC-4. 

En la figura B se presenta la verificaci6n del crecimiento 
mio:robiano ii laa distlntas humedadm; relativas consideradas,para 
J a o::o:•seta ino-:ulalla .:•.:•n I a o:C'pa l.ar.£1:.0&1~i QH-3•11•1. 

Y de la• talJld& 2 a la fJ &u lndle::a11 los resultad;.:•& 
obtenid•:•s re&pecto Lio las mo:odelacl(•nee matem • .Uic~• ercctuadas • 

/ 

'='' ..• 
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JU 411 "' '1. llUMDAD Rt:l.ATIVA 

Js•:•L1..!rma lie so:•Y•~l·~·n c.Je cosul;a cruda. 
Tempor al;ur a: 2U 111°: 
Ti cmpo cJe i 11•: uh ii.I•;· t ·~·fl 1 9 d J i\B 

I h 1mf..!1 lad in i ·:: 1 a I n11 u;,og I; Ya : "/7"1. 
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'" 1. llU"EDAD REI.All VA 

r i Ultril :2. IsoLerPm sore i •'.•n coseLa fernumLaLla 
Copa: I.s.i.mreov!L!ltu 7- l 2 l. 
Ti empo f crtentad ·~n: 0 
Temper aLur a: 2u •c 
Ti empo lie inc uba..: i ·~·n : 9 di mJ 
llumedad inlc i al muc~gl;r a 1 f:.2% 
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rtuura 2. ls·::-·lcrmA sorci6n coscta fermcmt.at.la 
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l'ahla 2. H·:·delaci~·n matemc\l:i•:.;>. CosL•ta ap•:•tat.la ll~ remoladla 
•:rHcla. 

15.:oterma 

Arlsorc i ·~·n 

•.'C 

r 

•JI 

r 

llendt?r son 
( 1952) 

0,907 

O, 1)E:M 

0,950 

o, 9'2J 

O,O~'i7 

0 r ':152 

E·: ua·: l ·~·n ma I; em.at i •:a 

-----·-·--·--·---------------

I •.1hn 

t'.:172) 

- t. (t/":1 

.•• :122 

•·,·:;co 

-, -..;,, IH"/ 

o::;, 11')11 

,·,, ·:;,:1 ~ .. 

lglasias 
( 1978) 

;t 

2, ·16':J 

J ,652 

(t, ·:;:3 J 

3, 1)21 

I , ·:;01 

o, 92~·'. 

Chi r i•fe 
( 1 ':.18 l) 

7, "/":1 l 

1, (18 I 

o,·;,50 

u, 5,1c=. 

~-:J, EJ50 

o, '9-:J2 

-------·------------·--·----·••··--·-··---•r• "'••••• "'• -~------•••·•------•-• 
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Tah I a 3. Model ac H•n malcm:.l i ca. I. aureqy_! riJ!r. 1- liil.:. 
T i emp•:i de r er men ta•:: i ~·n : 0 

I11°::>terma 

o)C 

y 

Desor•.: i ·'.·11 

•.X 

I lenc.Jcy son 
(19:52) 

0,1132 

o, ll 1 

o, ·:r::io 

o, fl':J(I 

O, (I<! •I 

(I, ·:tf,[) 

·---··---··-·------··------

I 

Ec11ac i ~·n malem~l i ca 

·--------·----
l{ulm 

( 1972) 
Iul esl a5' Chi ... ire 

( l '91EJ) ( .l '381 :i 

·---------

·! 
-1,769 :1, 957 J, 71 J 

9,75'9 J , 1)51) 1 (I, 53•1 

0,885 0, ·3EM O, l:JCM 

!'.'i' 'I I J 

14 , 577 1 , ,, 1 •I 16, ')(l':J 

o, '963 (t, •:Jf.ll 

·------- -----

.. ·•.• ........ , .. , ....... , ..... , ............. . 
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Tahl a 41. N•:•1lel .a•: j ·~·n mal1:.>rnal i ·: "'· J'!mr ~~QY!.!J.Jl!t-.l:.:J~!_­
·111~m11·~· tlu fl?..-mt"?1tla•:i·~·n 1 (~ 1Ha9. 

ls•.:•lerma 

l\dsoro: i .~.n 

. ~ 

•JC 

/ 

I lr~ntler so:•n 
( 1 "352) 

0,772 

0, 121 

1),976 

0,701 

0,086 

O, ·:M1 

E•:ua•: i ·~·•• malem~l i ca 

Luhn 
( l ":i/2) 

-2, tH") 

12 • I lJ2 

'-'' IJ I (, 

-·U, ~)·lb 

":1. 61) 1 

O, :JB 1 

lgl esi as - S:hi r .i.re 
(1970) (1901) 

•1, 1 •M 2,057 

I) r a:::·:, 13, 1)•12 

o, 9fJll 1.1, fl,-, 

3, 5·;:,2 11. ~)f,EI 

1 r f.(11 13, 20(• 

o, •:f(,(I '' • "901 

_/ 

' 
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Tahla S. N°::-ttelaci~·n matem~li 0:a. T.a!}rf'QY_lr.l!Je 7--ll-l.r_ 
·1 i em110 de I er men la•:: i ·~·n : 11 d t a9. 

I S•:• t er ma 

Ad s•:·t· o: i ·=·n 

(l 

f) 

r 

Des•:•r•: i 0!0 11 

(IC 

0 

I" 

I-tender eon 
( t ":)52) 

0,819 

o, (1'35 

0,971 

o, 71•1 

o, 07<1 

o, 9f;,5 

E·: ua•: i ~·n ma L l"!m.H 1 •:a 

·----------------------------
l<uhn 

•.1'372) 

·-2, 073 

13,535 

(I, 8~::2 

-·3, 77ll 

10,711~ 

0,985 

Iyl c11f ae 
( l 97£1) 

3,9~7 

1, (l~(I 

0,984 

... , 55<1 

I , <I J •I 

o, 960 

U•i r i h? -··· 
'· 1 ·:;,u t :i 

2,074 

1 ·I, •150 

I), f.130 

·:,, BO~J 

1 •I , ·~r'.13 

0,9EM 

-------------·-------------- --·---------------------
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Tab I a G. Model ac i ~·n •aLem~ti ·:a. L:.!'. ~~.§ei LIC--•I!. 
Ti empe:- de ferment ac j •'·n : ii 

Ad s•.:•r •: i •:•n 

•11 

r} 

r 

l>es•.:•r •: i ,:,,. 

•X 

ft 

I' 

---~·--· 

E•: ua•: i •'•n ma l em~ l i ca 

Hender s•:•n 
(I "352:t 

0,825 

O, I 18 

(t.998 

1),91~ 

o, 0•17 

I)' •:J(,lJ 

Luhn 
i: 1 ·n:::i 

- 1, 78'3 

0,937 

0.900 

-:"i, /(;.~ 

12,·HO 

fl. '.Ill• I 

·---· 

Iglesias 
C: I "37B) 

3,706 

O, ·:HI 

1). ·3·;)3 

~-1, ~1::;a 

1, :mr. 

o, 'J1·1 

Chi Yi re 
q ·:JBD 

I, 7·:H 

·:1, 7 .2(1 

o.a·:,e 

~. T/5 

J .. , , ~)2f:, 

'-' r •.f/•:J 

.. 
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Tabla 7. H•:-d~lad•:•n matemAtica. I.n~e!Sel UC-•I, 
Ti~mpo de rermenta•:i·~·n 1 10 dlas. 

l\dsor •: i ·=·n 

•X 

f) 

y 

lh-?S•:•I" •: i •'.•II 

QI 

.~ 

r 

I lent.ler s•:•n 
( 1 ·:;52, 

O,U13 

O.lll 

o.·:,,-:,5 

1),713 

O, OB5 

0, •:Jf.5 

E•: uac i ·=·n ma l em~ I; i ca 

Kuhn 
( t ·3l2) 

-2, 0:~9 

'9, u·:..o 

I). ';-IO::J 

-B,"106 

7, :i:.23 

0,977 

Iglesia!I - Chir-t·re 
(1970) (l981) 

3,7~U L., 0•12 

1 , 1)1)2 1 •), 782 

o, ':l"Jll ... , ·301 

-i , •1 u-;1 0,723 

1, 2·~f. l l , 064 

O, '9(; I ,..,, ·-;,77 

-----
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Tab I a 8. Holle 1 ac l ~·n mi\ t emcc\ ti ca. J., ~m ~~filj !1!;! __ 1 t•:C.•l .t... 
Tlempo du ft!rmenla•:i·~·n : J·I 11J~a. 

ls0: 0 terma 

Ads•:•r•: i •!•n 

•.:C 

" 
I' 

D£?s•:or •: i ·~·n 

•JI 

ff 

r 

Ecuaci~n matc•~tlc~ 

-------------- -

I lender so:-11 
( J ·:.52) 

o, 02·:1 

0, 1 O•I 

O, 7Df, 

0' Of."/ 

o,951 

l<ultn 
( 1 ''372) 

-4' 1 ·:Jf. 

3,238 

O, '90 I 

-1,935 

... 210 

o, '337 

lgl l!9i as - Chi rife 
(1978) (J9Ul) 

1, 135 1 '·;,31 

3,694 

c),992 I). OLM 

·I, 010 7, ·J~B 

I, 55 I 7,Cl7 

O, '·J':JI 

·------------------------·-------··-------
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ct - Cc.tEN r AR I OS 

I\ parl:ir de las c11rvas de is•:•terma!i •:·hLcnhld!.i para la •:eiseta 
•:rut.lay 1~n dlstlntos estados clegrarlJtiv·:os •'flYl?•:ia•·=·s···· que la 
•:apa•:illall de sor.:io!•n de agua cle 1."l .::osr.ta fertnt~nl;ada au111enta 
respe•:t•:o de la •:oseta o:rucla. 

Tamhi ~n ae observa duf" ante t~I seu11l mi l~nto de una 
h?rme11La•:i·~n, por e.jemplo T.aureoyj.r.J.!~~.L_L:-12l( flour.is 3,•1,5 ), 
que para las muestras tomadas en tlisli11tos eelaclog fermcntativos 

C: ti em11•:• I), 6 y 11 d La•) l os por •:on I; ;i.Je& de humm..lad al r. anz ad•:os 
son mayores para un 11tiamo tiempo 11~ Jn1~11ha·:l 1~1n. 

to anterl•::.r indio:a cit.la e:-;isto 11n r:laro r!feo:to s•::obre la 
•:apacidc.ul de aorci6n de agua t.le la o..:•.•tilc!la dehlcJ•:o .al <~re•:imiento 
micro!Jiano. Bu eibaarva, qu~ para tmc.' mls1ntl hummlad, ld a•:tividad 
de at'"" rl1sminuye a medicla q1.1e Lr·;.ms•:u.-re 1!J liempo de 
iermenla.-:l·~·n, aato tc-!nclria su r?:q1l l•.:LKi·~·n en q11r! ul agua se 
rf?dislr-iln1yc a ine,jtda 11ue va pasc.unk:• t~I l1ern(lO i1..:.-•rpor..\ndose en 
1?1 tejicfi:· o::clular, dismtnuyenck• •;011 c_ollo:· la rllsponihllidad de 
.titJua, aclemA& e!!lta disminuo::i·~·11 en L•I ilUUa lJbru puct.le verse 
a11mentafJa a •:one::eo:uen•: ta del a11munt•'.• d1? 1 a (:0:•11•:e11trac i ·~·n de 
sol ul.:.•s _,,, cl medi o dado l ~ 11e;::e9i tlad q111! Li e11cn eslos de 
!F:.J valaYsl?. 

En •:uanto a la verl fi•:.tv.:i·~·n dul ;_:re•::lmlcmto mlo:rol>iarv;, 
c figura ll), no c•hstante las imper rer.:•:ioncs ch! m&ta experierKia, 
•:•;•nsl;;.tl;r"l1n•::os qua a partlr de Ulhl il•:tivlcl<HI de ilgua de 
c.1proxim<11lc.1mHnlr;? O,f, ol crecimi1~nt.:·· mj.:ro:•hiiln,..) •:.:•1nionza a ser 
<"'prer.ir.thlu, tm11ondose un o:omportamirn1l.o slmlJ,1r a lo lriformark• 
en lil1?ri\l11ra. En lant;o q11e l~J •tl'•.:l11ilm1l 11 t'..•hsnrvi\110 cnl:rt? 
<l•:tlvicl •. ulr.!9 cit! agua de 0 a O,f1 , u'!ltt! 1111rnlo i11~h•·!rhl! m.is blun al 
r: 0: 0nteniil•.• cit! hummlad irdclal r.lr~ le1 111111!wlr•1 11l:Jll.:i11.l.1. 
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En relacil•n a las m•:-dl?la•:J.:0111?9 matemALJ•:as 1dc1.~luadas 
(tablas ·2 a la 0 >, 1::ol1servam·~s 11t.1e un ticuera) lo<ss is•:•lermas de 
s.::0r•:i·~·n •:•htenida& s•:•n me:odeladas iaoi\• satisra.::tortamenl1? p•:•r las 
eo:ua•:le:onr:?s de llendnr&•.:en i:t952:• y clu lulc.osJas y (hiri It-? r:t·=i7ff• de 
a•:uercJ.:o a 1 as regresi onP.s (r) .:oblenl da!I. 
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In el inforwe de avance de Enero 1990 reportuioa el aialaaiento de la mutan­

te 7-121 de Trichodel"ll8 aureoviride .... produce elevadoa niveles de celula -

saa 1 ~-glucosid- en cultivoe s.-rgidoa. La producci6n de endoglucanasa 

1 actividad aobre papel f'i.ltro por esta cepa ea COllP8J'able a la de T. reesei 

Qll 941•, •ientraa que la actividad celobiasa (~lucosidaaa) es notable11ente 

superior ~.n la .. tante 7-121. Se cleterain6 el efecto de algwlOB parilletros 

de rer.entaci6n como ;>H, fuente de llitrOgeno 1 adici6n de salvado de trigo 

sobre la producci6n de enzius celuloliticas en .atraces agitados, cuyos re­

aultados se incluyeroa en el inf°orme anterior. 

In el periodo Enero-Septieabre 1990 se continue> el estudio del efecto de di­

ferentes condiciones .ie cultivo aobre la producci6n de celulasas por la .. -

tante, en -traces agitados y en un f'el'lleDtador de laboratorio. 
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Producci6n de celulaaaa en metracea agitadoe. Se cultiv6 la matante en ae­

dio Hquido de Mandela ( 1 ) en las condicionea deacri taa en el s• Inforae 

de Avance, excepto que diaria11ente ae control6 el pH aediante la adici6n de 

NaOH de llOdo que no deacendiera Me al1' de 3, 5. 

.. .. 
Fuentes de Carbono. Los austratoa celul6sicoa utilizados fueron los sigui81_ 

tea: Sipacel.l (type 50, Sipe), Solka Floe SW 40, carboxiaetilcelulosa ('b! 
ja viscosidad, Sipa) 7 paja de tri&O molida 1 taaizada. Estoe CQllPue&tos 

se agregaron al. .edio de cultivo a una concentraci6n de 7,5 &/L excepto la 

paja de trigo en que se utiliz6 18,0 g/L. Se ensa76 ade.Sa diferentea pro­

porcionea de una COllbinaci6n de Sipacell 1 paja de triao. 

Fuentes de Ni tr6geno. La fuente de Ni tr6aeno ae aarec6 al aedio a una con­

centraci6n equival.ente.a 0,44 & de Nitr6geno por litro. Laa concentracionea 

de loa co.pueatoa nitrogenadoa utilizadaa fueron en a/L: urea, 0,94 ; 

CNH4>2so4 , 2,07; NH4m3, 1,26; NaN03, 2,67 7 licor de -{z, 12,57. En los 

experiaentos en que ae ensay6 fuentes de Nitr6geno cOllbinadas, cada una de 

eatas ae utiliz6 a una concentraci6n de 0,44 & de Nitr6geno por litro. 

Producc16n de celulasas en un fermentadt>r. Se cultiv6 T. aureoviride 7-121 

en un fermentador New Brunswick de dos litroa de capacidad con un vol\lllell de 

trabajo de 1,5 litroe. El aire se introdujo a una velocidad de 0,1 a 0,2 

VVM. El ox{geno diauelto se .antuvo aobre 20I de saturaci6n variando la ve­

locidad de qitaci6n entre 200 y 300 rpm. La espuma se control6 mediante la 

adici6n diaria de Antitoa11 A (Sia-a) esteril. El pH ae mantuvo en el nivel 

o dentro del r;uigo deaeado aediante la adici6n automitica de NaOH 0,5 N y 

HCl 0,5 N a travea de un controlador de pH New Brunswick. El medio de culti 

vo conaiati6 en 1,35 L de medio de sales de Mandels con 7,5 &/L de Siglllllcell 

COllO fuente de carbt>no. Este se inocul6 con 150 mL de un cultivo miceliar 

preparado en matraces agitados. En todos los experi11entos se suplement6 el 

(1) Mandela, M. and R.I. Andreotti (1978). Process Biochem. 13:6-13. 
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medio de cultivo del in6culo y del feraentador con l a/L de glucose eateril. 

Deterainaci6n de eacti vidades enzhaiticas, protelna soluble y protelna llice­

liar. La producci6n de endo&lucanasa actividad sobre papel filtro (FPA) ce­

lobiasa ( ,-glucoaidasa), xilanasa y proteina soluble se cuantific6 de acue!: 

do a loa llitodos descritos en el s• lnforae. El creciaiento del bongo se e! 

ti.0 en funci6n de proteina aiceliar segWi el metodo descrito ~~ dicho infor 

-· 
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RISULTADOS. 

1. Producci6n de celulaaas por la mutante 7-121 en matraces. 

En el Inf'orme de Avance anterior, reportamos que el pH del cultivo era un 

parci.etro que influia notable•ente en la producci6n de celulasa& por la 

mutante 7-121. Se detenaino que valores de pH por debajo d~.3,5 prod~ 

cian una disainuci6n de todas las actividades celuloliticas, especial.en­

te de --glucosidasa. Por este 110tivo, en el t!studio sobre el efecto de 

diferentes f'uentes de carbono y de Nitr6geno sobre la producci6n de celu­

lasas por la cepa 7-121, el pH se controlo peri6dicamente de aodo que no 

bajara de 3,5. 

Efecto de la Fuente de carbono. Se investia6 el efecto de la fuente de 

Carbono sobre la producci6n de enzi11BB en matraces agitados que contenian 

el iaedio de sales descrito por Mandela y Andreotti adicionado de diferen-
• 

tes sustratos celul6sicos. Como se aprecia en la Tabla 1, los mejore&J'a! 

dimientos de celulaaas y f-alucosidasa se obtuvieron al utilizar Sigma -

cell como fuente de carbono. En el •edio con Solka Floe la actividad so­

bre papel filtro fue similar pero las actividades endoglucanasa y f:r gl~ 
cosidasa f'ueron inferiores a las producidas en Sigmacell. Los cultivaa(Jle 

contenian carboxi.etilcelulosa mostraron poco erecimiento y la producci6n 

de enzi11aa rue baja. Cuando se us6 paja de trigo como ruente de carbono 

se alcanzaron actividades de alrededor de un 50% de aquellas obtenidas en 

Sigmacell, pero la actividad xilanasa rue nueve veces superior. Sin em­

bargo hubo producci6n de esta enzima, aunque baja, en los cultivos CJ.!Bocn­

tenian sustratos celul6sicos "puros". Cuando se utilizo lactose ccno fuen 

te de carbono, el crecimiento fue muy pobre y no se detecto ninguna de 

las actividades celuloliticas. 

Al comparar las actividades especificas de las enzimas en los diferentes 

medios, se observa que los valores mas altos de celulasa y ~-glucosidasa 

se obtuvieron en Sig;.1acell y los mejores valores de xi lanasa en paja de 

/ 

'" 



) 

) 

) 

) 

) 

) 

• 
) 

l 

) 

) 

) , 
) 

) 

J 
) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

_) 

J 
) 

.) 

) 

> 
.J 
J 

j 

trigo. 

Efecto de la f'uente de Nitr6geno. Se realizaron cultivos con Sigmacell co 

mo fuente de carbono, conteniendo diferentes fuentee de nitrogeno tanto or 

g6nicae como inorg6nicas. Como ae -..estra en la Tabla 2, la mayor produc­

ci6n de celulasas se obtuvo en el aedio que contenia urea como fuente de 

Nitr6geno. Sin enbargo, los cultivos que contenian licor de maiz mostra -
Tan to ron mejores actividades especificas de celulasas y ~-glucosidasa. 

en.urea come> en licor de 11aiz se obtuvo actividad xilanolitica apreciable. 

Los rendimientoa de todas las enziaas fueron bajos en los medios que con~ 

nian fuentes de nitr6geno inorganicas. 

Cabe mencionar que en los cultivos con licor de maiz y urea, el pH nunca 

baj6 de 4,5. Despues de caer a este valor despues de 48 a 72 hr, empez6 a 

subir progresivamente hasta llegar a valores cercanos a 6 • 

Produccion de celulasas en ·ruentes de Nitrogeno combinadas. Se investig6 

el efecto del uso conjunto de fuentes de nitr6geno organica e inorganica 

sobre la producci6n de celulasas por !· aureoviride 7-121. Como fuente de 

nitr6geno org6nica se,eligi6 urea d'.~ido a que como se observa en la Ta -

bla 2, se obtuvo los 11ejores rendimientos de todas las actividades celulo­

liticas en especial de ~-glucosidasa la que alcanz6 un valor de 11,l U/rtL. 

A\in cuando en licor de maiz tambien se obtuvo altos niveles enziauiticoa,se 

prefiri6 el uso de urea debido a que el licor de maiz tiene una composicilin 

quimica variable y su intenso color oscuro dificulta en parte la deteraill! 

ci6n coloriaetrica de actividades celuloliticas y proteinas. 

Los resultados se observan en la Tabla 3. Al cultivar la mutante 7-121 en 

una combinaci6n de urea y nitrato de sodio, ae alcanzaron los mas altos ni 

velea de- todaa las actividadea enzimaticas y de proteina extracelular: en­

doglucanasa 58,9 U/mL; FPA 1,17 U/mL; celobiaaa 8,63 ~/mL; xilanasa 15,60 

U/mL y proteina soluble 1,37 mg/mL. 
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Efecto del uso combinado de Sipacell y Paja de Trigo. Como se diacutio 

mas arriba, lo& mejores rendimientoa enzimaticos se obtuvieron al culti­

var T. aureoviride 7-121 en Sigmacell cOllO fuente de carbono con la ex­

cepcion de xilanasa cuya produccion fue superior en los cultivos con pa­

ja de trigo. Con el objeto de investigar el efecto de ambas fuentes de 

carbono en forma conjunta ae cultivo la .utante 7-121 en matraces agita­

dos en diferentes proporciones de Sigmtcell y paja de trigo. ···Como fuen­

te de Nitrogeno se utilizo 0,94 g/L de urea y 2,67 g/L de NaN03 que dio 

los mejores rendimientos enzimaticos COllO se describi6 anteriormente. 

Los resultados se muestran en la Tabla 4. Se observa que los mejores ni 

veles enzimaticos se obtienen al cultivar la mutante en Sigmacell como 

iinica fuente de carbono. Al combinar Sigmacell con paja de trigo la pr~ 

duccion de enzimas celuloliticas dis•inuye notableaente. Esta disminu -

cion ea mayor a medida que aumenta la proporci6n de paja de trigo cx:r.re! 

pecto a la de Sigmacell. Contrario a lo esperado, la inclusion de paja 

de trigo en el medio,no result6 en un aumento de la actividad xilanasa. 

Por consiguiente el medio de cultivo .as adecuado para la produccion de 

celulaaas en matraces agitados es el medio de scles de Mandela en el que 

la fuente de nitr6geno se sustituye por 0,94 g/L de urea y 2,67 g/L de 

NaN0
3 

y la fuer.te de. carbono es 7, 5 g/L de Sigmacell. 

2. Producci6n de celulasas por T. aureoviride 7-121 en un fermentador de la 

boratorio. 

En forma paralela al estudio en matraces en el presente periodo se inici6 

el estudio de la producci6n de cel~lasas por la mutante 7-121 en un fer­

mentador de laboratorio. Con el objeto de cstudiar el efecto del pH so-

bre la producci6n de celulasas, se 

2 litros en medio de Mandela con 7 . , 
bongo en un fermentador de 

<• .~clulosa. Cada 24 horas ae 

tom6 una muestra y se le ensay6 ~ctiv1dades celulol{ticas y proteinas. 

En primer luaar se permiti6 que el pH fluctuara libremente durante la fer 

mentaci6n. En la Figura 1 se observa que ~l perfil de pH obtenido es ae­

mejante a aquel observado en matracea, en el que el pH baja a alrededor 

I I I II Ill I 111 
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de 3,5 ya aedida que evanza la fel'IM!htaci6n, aumenta levementehaata a! 

canzar un valor de 4,1. Luego Be realizaron une aerie de feraentacionea 

en las que el pH se fij6 en valores de 4,5, 5,0 1 5,5. manteniendose es­

tos valorea aediante la adicion automatica de NaOH o HCl. 

Las actividades de FPA, endoglucanasa, celobiasa y xilanasa obtenidas en 

filtradoa crudos de estaa feraentaciones se muestran en las figuras 2, 3 

4 y 5 respectivamente. 

Se observe que al mantener el pH fijo en 4,5 Be logran los mejores nive­

les de endoglucanaaa FPA y xilanasa. La actividad celobiasa sin embargo 

alcanza su valor mas alto en la fermentacion a pH 5,0. Cabe destacar q.e 

los valores maxi110s de actividades enzimiticas se alcanzan ya al tercer 

o cuarto d!a de fermentaci6n. 

Se realiz6 l.ego una feraentaci6n en que s6lo se fijo el pH miniao en un 

valor 4,5 y luego se le permiti6 subir libremente. El objetivo de este 

experiaento fue intentar conciliar la diferencia de comportamiento de las 

actividades enzimaticas frente al pH. Los resultados se muestran en las 

figuras 2 a 5. Se puede observer que en esta fermentacion se logran los 

rendimientoa de todas las enzimaa mis altos que aquellos obtenidoa en laa 

fermentaciones a pH fijo. Las actividades enzimaticas alcanzadas al cuar 

to dia de fermentaci6n fueron de: FPA, 1,0 U/mL; endoglucanasa,43;0 U/•L; 

celobiasa, 6,3 U/mL 7 xilanasa, 14,0 U/mL. La producci6n de proteina •! 
luble taabien logra au valor mas alto en esta fermentaci6n, 1,1 mg/ml., 

(Fig. 6). 

Estos rdsultados indican que para lograr altos rendimientos enzimati:os, 

seria necesaria una caida de pH hasta 4,5 en los primeros tiempos de fer 

mentaci6n y luE:go permitir que el pH suba nuevam·nte. 

A la fecha de este informe se encuentra en curso una fermentaci6n que ~ 

bina los reeultados obtenidos en matraces con aquellos obtenidos en el 

fermentador. Es decir, se estudiar6 la producci6n de celulasas y xilan! 
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sas por !· aureoviride 7-121 en aedio liquido con Sigaacell coll<> fuente 

de Carbono 7 la cOllbinaci6n urea 7 nitrato de aodio como fuente de Ni­

tr6geno. Se controlari el pH •inillO de fenaentacion de llOdo que no de! 

cienda "'8 alli de 4,5 7 luego se peraitir' que suba libremente. A con 

tinuaci6n ae iniciari el estudio del efecto de la concentraci6n de eel~ 
losa sobre la producci6n de celulasaa. En estos experiaentos se auaen­

tari la concentraci6n de celulosa aanteniendo el pH en las cGndiciones 

descritas y escalando los COllPOnentes del •edio de cultivo proporciona! 

mente. De esta forma se espera lograr un awaento aiin 11ayor en la pro -

ducci6n de celula5as y xilanaaa por !· aureoviride 7-121. 

.. 
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TABLA 1. Producci6n de celulaaaa extracelularea por !• aureoviride 7-121 en matracea 

aaitadoa en diferentea fuentes de carbono. 

Fuente de Carbono Protein• Endoalucan••• FPA CelobiHa Xilana•a 

<ma 111-1> (IU ml-l) (IU 1111-l) (IU ml-1) (IU ml-l) 

Siaaacell :...,03 52,0 (50,5) l)_,69 (0,67) 4~33 (4,20) 1 .• 20 ( 1, 16) 

Solka floe 1,35 35,7 (26,4) 0,63 (0.~7) 2,65 (l,96) 1,90 (l,41) 

C&rboximetilcelulaaa 0,27 3,3 (12,2) 0 I 07 ( 0 t 2.6 ) 0,40 (l,48) 1,48 (5,48) 

Paja de triao 1,14 14,8 (13,0) 0,38 (0,33) 2,08 (1,82) 10,90 (9,56) 

Actividadea enzim!ticaa determinadaa en filtradoa. crudoa a ~o• 8 di•• de cultivo en medio l!quido de 

Mandela con 1,4 g/L (NH4 )2so4 y 0,3 g/L de urea como fuente de Nitr6aeno. La• fuente• de Caflbono •e 

utilizaron a una concentraci6n de 7,5 a/L con la excepci6n de .la paja de triao en que •e u•6 18,0 a/L 

(equivalent• a 7,5 a/L de celuloaa). Laa tiaur•• en par,nteai1 corre•ponden a l•• act1v1dade• ••pe-

c!ticaa expreaadaa como UI/mg de prote!na. 
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TABLA 2. Producci6n de celulasas extracelularea por !• a~reovlride 7-121 en matrac•• 

aaitados en diferentes fuente• de Nitr61eno. 

Fuente de Nitr6aeno Prote!na Endoalucanaaa P.'PA Celobiaaa ~11ana•• 
-1 Cma ml ) (IU ml-l) (IU ml-l) (IU.ml-l) (IU 111-1) 

"'\. (NH4 )2 504 + Urea 1.,03 .s2.o c so. s) a,69 co,e1> 4.,33 (4,20) 1,.20 (1,16) 

(NH4)2 504 1,39 31,2 (22,4) 0,81 (0,58) 1,36 (0,98) 1,50 (1,08) 

NH4 N03 0,89 18,4 (20,7) 0,41 (0~46) 0,69 (0,77) 0,43 (0,48) 

Na N03 0,30 5,1 .(16,7) 0,09 (0,,30) 0,09 (0,30) 0,23 (0,76) 

Licor de Mah 1,08 58,0 (53,7) 1,15 ( 1,.06) 6,86 (6,35) 4,58 (4,24) 

Urea 2,06 54,0 (26,2) 0,66 (0,32) 11,10 (5,39) 6,04 (2,93) 

Actividadea enziiniticaa determinadas en filtradoa crudoa a 1011 8 d!aa de cultivo en medio l!quido de 

Mandela con 7,5 1/L de Siamacell como fuente de Carbono. Laa fuentea de Nitr61eno •• utilizaron a 

una concentraci6n final de 0,44 1 de Nitr61eno/L. Las ti1ura11 entre par,nte•i• corre•ponden a las 

actividadea especificaa expreaadas como IU/ma de prote!na. 

• 
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TABLA 3. Producci6n de celula••• por !· aureoviride 7-121 en matrace• aaitado• en 

diferentea combinacionea de f'uente• de Nitr6aeno. 

Fuentes de Nitr6aeno Prote!na Endoalucanaaa FPA Celob1••• XUena•a 

mg/mL U/mL U/11L U/11L U/mL 

.Urea + (NH4 )2so4 0,64 39,9 (62,3) 0,63 (0,98) 1,70 (2,65) 3;67 (5,73) 

Urea + NH4No3 1,29 53,8 (41,7) 1,02 (0,79) 8,70 (G,74) 20,25 (15,70) 

Urea + NaN03 
1,37 58,9 (43,0) l,17 (0~85) 8,63 (6,30) 15,60 (11,38) 

._._,_.. __ _ 

l.ctividadea enzimaticaa determinadaa en filtrado• crudo• a lo• 10 d!aa de cultivo.en medio liquido de 

Mandela con 7,5 g/L d~ Sigmacell como fuente de.Carbono. Cada co11pue•to nitroaenado •• ut1liz6 a una 

concentrac16n equivalente a 0,44 a de Nitr61eno por litro. La• citra• entre parente•i• repre•entan 

las actividadea espec!ficaa expreaadaa como UI/ma de prote!na. 
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TABLA 4. Producci6n de celula•a• por !· aureoviride 7-121 en matrace• aaitado• 

con Si~acell y paja de triao.como f\aente• de carbono. 

Fuentea de Car-bono Proteina lndoalucanHa FPA Celobi••• Xilana•a 

ma/mL U/mL U/mL U/mL U/mL 

Sipacell (SC) 1,37 58,9 (43,0) 1,17 (0,85) 8,63 (6,30) 15,80 (11,38) 

Paja de Triao (PT) 0,71 14,0 (19,7) 0,52 (0,73) 2,13 (3,00) 12,54 (17,66) 

SC/PT 3:1 . 0,96 3i,3 (40,9) l, 10 (1, 15) 2,00 (2,08) 8,43 (8,69) 

SC/PT 1:1 0,79 26,8 (33,9) 0,90 (l,14) 2,10 (2,66) 12,54 (15,87) 

SC/PT 1:3 0,72 24,0 (33,3) 0,43 (0,60) l , CS8 ( 2 I 33) 14,90 (20,89) 

Actividadea enzimaticaa determinadaa en filtrados crudoa a los 8 dia• de cultivo en 0,94 a/L urea y 

NaN03 como 1\aentea de Nitrogeno. Las cifraa entreparentesis repreaentan laa actividade• eapec!ficaa 

expreaadaa como UI/ma de prote!na. 

• 
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LDIJmlS DK LAS FIGUllAS 

F1aura 1. Perfil de pH producido al cultivar T. aureoviride 7-121 en un fer 

aentador de 2 litroa en aedio Uquido de Mandela con 7 1 5 g/L de 

celulosa microcristalina. 

Figura 2. Ef'ecto del control de pH sobre la producci6n de FPA por !· aureo­

viride 7-121 en el reraentador. 

Figura 3. Efecto del control de pH sobre la producci6n de endoglucanasa per 

T. aureoviride 7-121 en el fenaentador. 

Fiaur& 4. Efecto del control de pH sobre la produccion de celobiasa por !· 
aureoviride 7-121 en el fermentador. 

Figura 5. Efecto del control de pH sobre la producci6n de xilanasa por !· 
aureoviride 7-121 en el fe~mentador • 

Figura 6. Efecto del control de pH sobre la producci6n de proteina soluble 

por !· aureoviride 7-121 en el fermentador. 
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FIGURA 1 

PERFIL DE pH 
EN EL FERMENTAOOR 
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EFECTO DEL pH 
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FIGURA 4 

EFECTO DEL pH 
ACTIVIDAD CELOBIASA 
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EFECTO DEL pH 
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Parte de los resultados de este trabajo foraan parte de tree tesis de pregr! 

do efectuadas en nuestro laboratorio. Estas son: 

1. "Efecto de algunos parhetros de fenaentaci6n sobre la producci6n de celu 

laaaa por Tricboderaa aureoviride". 

Tesis de grade> para optar al titulo de Ingeniero en Aliaentos. 

Jose Antonio Gonzalez. (1989). 

2. "0ptiaizaci6n de las condiciones de cultivo para la producci6n de celula­

saa por una cepa mutante de Trichodenaa aureoviride". 

Tesis de grado para optar al titulo de Ingeniero en Aliaentos. 

Alfredo Iniguez. (en curso). 

3. "Mejora11iento genetico del hongo celulolitico Trichoderaa aureoviride~ OJ!. 

timizaci6n de la producci6n de celulasas" • 

Tesis de grado para.optar al titulo de Bioquiaico. 

Ivan Hiechi. (en curso). 

Ade116s ha sido enviado par.a su publicaci6n el manuscrito "Isolation and pro­

perties of a mutant of.Trichoderma aureoviride with enhanced cellulase and 

f.1-glucosidase production" Je los autores Me~~cedes Zaldivar e Ines Contrerm. 

En el ano 1990 se presentaron al XIII Congreso Chileno de Microbiologia los 

siguientes trabajos: 

1. "Producci6n de celulasas por Trichoderma aureoviride 7-121 en diferentes 

1\aente8 de carbono y Nitr61eno11
• (Cellulase production by !· aureoviri­

de on different carbon and nitrogen sources). 

M. Zaldivar, J. Steiner, I. Contreras. 

2. "Efecto del pH y·concentraci6n de suatrato sobre la producci6n de celul! 

8a8 Trichodel'llB aureoviride". (Effect of pH and subtrate concentration 

on cellulaae productior by Trichoderma aureoviride). 

M. Zaldivar, J.A. Gonz6lez, J.M. Romero, I. Contreras. 
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ACTIVIDAD E. 

U1PLEt1ENTACION DE SISTEt1AS AUXILIARES DEL f"ERl'IENTADOR PROTOTIPO 

Se procedi6 a imple.entar los sistemas auxiliares del 
fer.entador y los respectivos sensores Cte91>eratura, hulM!dad del 
aire, actividad del agua>. 

En el Quinto Informe de Avance se describi6 el 
feraaentador protot ip•:> el cual per•ite una operac i6n tanto 
dinc\laica COMO estAtica. Este consiste en un cuerpo cilindrico de 
1 !Detro de d i.imetro y 65 cent imetros de al tura. En parte···infer ior 
de este cilindro se aloja una bandeja de •alla que soporta el 
•aterial, cuya altura ••xi.a es de 58 centimetros. 

El ferllM!fltador cuer.ta con un sistema de agitaci6n 
coaapuesto de un 110toreductor de 1 Hp y 31,~ rp• de salida, un 
siste.a de reducci6n que permite trabajar con velocidades de 
rotaci6n de hasta l rp•, un sistetaa de transmisi6n y un 
llll!zclador. Estos dos ~ltimos ele•entos estan siendo sometidos a 
modificaciones segWi se detalla en el punto •3 de este infor•e. 

La ai~eaci6n opera por el fondo del equipo, forzAndose 
el aire a trav•s del lecho de s6lido. El aire se obtiene de una 
linea de servicio del Laboratorio de Procesos de la Escuela de 
Ingenieria 8ioqui•ica, donde se ha instalado este sisteMa de 
fer11entaci6n. Esta linea de •ire es ali•entada por un compresor 
INGERSOLL-RAND de 3 Hp, autolubr icado, el •:ual puede proveer en 
forma continua 300 lpm de aire. 

El diseno de este feYmentador se realiz6 hasta un nivel 
de ingenieria de detalle y posterior.-ente la construcci6n fue 
encomendada al Departamento de lngenieria l'tecAnica de la 
Universidad Cat6lica de Valparaiso. La construcci6n se hizo 
integramente en acer•:. inoxidable AlSl 384 de 2 mm de espe5or. 

~n todo sistema de fermentaci6n de sustratos s6lidos se 
distinguen dos partes claramente diferenciadas : compartimiento 
de fermentaci6n, detallado en infor.es anteriores, y el s~stema 
de a•:ondic ionamiento de a ire. 

La importancia del sistema de acondicionamiento de aire 
radica en que en practicamente todos los procesos de fermentaci6n 
en sustratos s6lidos, la acumulaci6n de calor metab6lico 
constituye un problema bastante grave. Esta problematica varia 
mucho deper.diendo del Sl1strato base con que se va a traba.jar. Se 
ha d•mostrado qut! el mecanism•.:. que controla la transferen•:ia de 
calor en estos procesos es princis>•l•ente de caracter convectivo, 
por lo que es pre•: iso rec1JrY ir a este t ipo de m~todos para 
controlar o eliminar el calor metab6lico y asi evitar gradientes 
lmport•nte~ de temperatura en el lecho de fermentaci6n. 
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El siste•a que se plantea coma acondicionador de ai~e 
per•itiria el control de la Temperatura y de la Hullf!dad relativa 
del aire a la entrada del fer•entador. Este consiste bAsicamente 
de una colunVla de humidificaci6n y un calentador de aire 
dispuestos coma se •uestra en la figura E.1. La figura ~.2 
1MJestra un diagra•a is0fll6trico del siste•a. El agua que se 
reci~cula a la columna de hu•idificaci6n proviene de un bano 
terlt05t4tico que •antiene una condici6n de temperatura para 
saturar el aire a una tetnperatura tal que al ser calentado se le 
otorge una HulM!dad relativa adecuada para la condici6n de HuMedad 
del sustrato <actividad de agua>, o a una te.peratura de bulbo 
hw.edo adeo:uada para llevar al sistema a la te.peratura~ptima de 
ferlM!fltaci6n, cuando por liberaci6n de calor .etab6lico haya 
au11entado la te..,eratura en el lecho de fer.entaci6n. 

La colu11na de humidificaci6n tiene 0.15 C• de dia1aetro 
y 1 • de al tura y fu~ •:alculada para saturar 129 lpa de a ire. El 
bano ter1ROSt6tico tiene un volumen 6til de 65 litros, el eleaMmto 
calefactor es una resistencia el~trica de 1209 Watts la cual es 
accionada por un controlador oroporcional. El calentador de aire 
consiste en una c•mara donde est6 ubicada una fuente de energia 
radiante la cual es accionada en for•a •anual a trav~s de un 
reostato. Se dispone adem~s de un sensor de HulM!dad relativa el 
cual ha sido ubicado en la entrada de aire al compartimiento de 
ferMentaci6n. Este sensor es de marca NOVASINA y tiene una 
presici6n de 0.1 1. en la medici6n. Los sensores de temperatura en 
el lecho de feraentacH1n son termo•:uplas del tipo K. 

Hoy en dia se encuentra en evaluaci6n el siste•a 
planteado real iz4ndose prueba~ de •:ontrol Manual de las dist intas 
condiciones, para pc.•steric•rmente poder disenar un algorit•c• de 
control autom•tico de las distintas variables involucradas. Para 
esto se tiene considerada la adquisici6n de un computadc·r y una 
inter fase las que serAn adquir idas c•;,n los fondos que restan de 
este ano y con fondos destinados al tercer ano de ejecuci~n. 

En el mare•.> de este proyecto tallbien se disenaron y 
costr•Jyeron dos fermentadores de sustratos s61 idos de nivel 
laboratorio, para la a•:tividad referida a la pr•xl•Jo::•:i6n de 
ligninasa, esto tu• informado en el Quinto Infor•e de Avan~e. A 
c•.:intinuaci6n se entregan detalles del diseRo de dichos equipos. 
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Detalle de l;.s p<'lrtes de l !'\ L:..:ur~ E-t. 

1.- Suministro de ~ire. 

2. - &no termico. 

3.- Columna de humidi!.ic'2ci6n. 

4.- Intercambi;.dor de c~lor. 

5.- BornbP inroulsorl!l de ~~u~ del ~no termico hf'cia 1:-i columna. 

6. - Bomba recircularlor;:f de ~gu~ desde l::l column~ h:;ici~ -~l rn:.­

iio termico. 

7.- Filtro de ~ire. 

8.- Entr~da de sPnitizante. 

9.- Regul~dor de presi6n • 

10.- Filtro co~lescedor. 

11.- Rotametro de ~ire. 

12.- Rot;metro de ~gu~. 

13.- s~lida del P.ire ~condicion~do. 
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DISENO Y CONSTRUCClot~ OE FERMENT ADORES SOLIDOS 

&) Fermentedor solido est8Uco. 

Este es un fermentedor de vidrio de un volumen r:le 2,5 I, el cu81 est& 
eisledo termicemente con una cnmisa de 18n8 de vidrio, de I cm de espesor. La 
tempereture denlro del f ermentedor se mide o lr8ves de tem1ocupl8s si tuod8s 
en dlstintos puntos de11echo de sustr&to. L& entrad8 de oire humedo es por el 
fondo del fermentador. 

b) Ferme11tedor tipo tembor rotetorio. . .... 

Este es un fermentedor cilindrico de ecero inoxid&ble de un volumen de 15 
1, el cual rota gracias a le fuerza motriz proporcioneda a traves de una polea 

1 
de transmiston desde un motor, le agitacton es de I rpm. Posee un& topa 8 la 

' cu81 se le he tmplementldo ll'8 mongo de polietileno que pennne tom8r 
muestras en fonno estenl. lo temperature se mide por medio de termocuplns 
situedos en distintos puntos del fermentedor. El flujo de nire se distribuye en 
el interior del fermentedor. e treves de un eje central que posee diversos 
tubos cuyos e><lremos poseen una membrane porosa. De esta forma se logre que 
el eire se distribuye mejor en el interior Gei f ermentedor. 

Pnra ambos fermentadores, la temperaturn y In humedad relative del aire. 
se logra por medio de un sistemo de acondicionamiento de oire, el cuol 
consiste en: 

a) Columne de Adsorct6n de Humedad 
; b) Camara de Calentemiento 

c) Column8 de Humidtficacion 

Co I umna de adsorc ion de twmedod. 

Esta es une columna re11ena ctln silica gel, le cuel hece disminur la 
humedad relative del aire inicial haste un 401 y humeded absolute a 0.005 g 
H20/g aire seco. Se dtseneron dos columnas para ser utilizedas en form8 
alternative mientras une de elles se este regenerando. Les dimensiones de 
cede una de estas columnas es: 

I I I I I I I I I I 
I II I / 11 
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Columnn I: 

Columne 2: 

lnrgo: 0.61 m 
Diametro: o.os m 
Hesa silica: 838.2 g 
Tiempo satur8ci6n: 9 hores 

L8rgo: 0.61 m 
Diilmelro: 0.064 m 
Maso silicn: 1376.3 g 
Tiempo seturecioo: 1 s h 

C6mara de Calentamiento. 

2 

Esto es una c6mant de ecrntco que posee dos empolletas que 
pennilen calenter el aire, que proviene de Jn columno de adsorcion a 
temperntun embiente, haste 572C que es la temperat..-a de entrada n la 
columna de humidiftcacioo. 

La cimara tiene la f onna de un cilindro de 20 cm de di8metro 
y 40 cm de largo. En cede uno de sus extremos posee tapes en Jes cuales estim 
ubicedas Jes arnpolletas. Una de los ampo!letas est& conectada a un Variac y 
permtta calenter el aire a unos 22C bajo la temperature deseoda, 18 otr& 
ampo11eta estil conectada a un ststemo de control que actua p&ra Hevar 18 
temperotun al valor deseodo (S~C). En el centro del cilindro est&n ubicndns 
en fonno horizontol pequefios oletos que perr ten ogitor (y por lo tnnta 
homogenizer la temperature) el eire que pasa a lraves de la camara. 

) Columna de Humidif!cacion. 

Estn columnn est& empacadn con nniHos Roschlg y opere &n 
tontrecorriente, tiene un aspesor de ngua por el lope y In entreda de nire por 
el fondo. El disefio se boso en el principio de humidificocion-enfriomiento de 
gas, en el cual el Hquido entra a la columna a la temperature de saluracf on 
ediebalica del gas entrante .. En un sistema de este tipo, ls temperature del 
1 iquido total cae y se manUene a la temperature de saturacion adiabittica. El 
gas se enfria y humidiflca, siguiendo la trayectoria de la curve de seturec16n 
1v·''!b6ttca sobre la carte pstcrometrtce, curve que pasa a traves de Jes 
, _ .• otctones de gas entrante. 

la temperatura de entraod del oire es 572C y es enf riado 
haste 252C (temperature de entrado al ferrnentador). l.o temperature de 
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S8lUr8ct6n 8clinb8Uca es 2.f!C. por lo lnnto el ngu6 entra o 16 columnft 8 estn 
temperaluro. La humedod relaliva del oire de solido es 90S y lo humedod 
obsolulG es 0.018 g agua/g aire seco. 

Lo allure de 1& C'llumne se calculo a parlir de lo siguienle 
ecuacion: 

(Ecuocion I> 

donde: 

NtQ: Numero de unidades de trensferencio de la fase gaseosa. 
Htg: Altura correspondienle de una unidad de lransferencia. 
Z : Altura total de la colurnne. 

Adem6s se Uene que: 

Ntg = dY 
Yas-Y 

donde: 
Y 1 : Humedod absolute del aire de entrada. 
v2 : Humedod 8bsolut8 del aire de sallda. 

(Ecuacion 2) 

Y : Humednd obsoluta del oire 8 lo largo de la columno. 
Vos: Humedod obso?uta de soturaci6n adtab8Uca del aire de entroda. que es 

cons tan le. 

donde: 

Htg = -,, ~-0.5 (0/ 12) 1.24{Z/10) 1 /3 (Ecuaci6n 3) 
L0.6 

Scg = P9 (Ecueci6n 4) 

P9 °' 
"f : Constonte que depende del porcentaje de inundacion de lo columno, 

1.lO. 
D : Diismetro de la columna. 
Z : Altura total de Ja columne. 
L : Velocidad mesica por unt<:8d de area det agua. 
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Sq: Numero de Schmidt p6r6 el 6ire. 
\ Jll: Vtscosid8d del 61re, 0.0195 <t• s/m2) 
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P.1 : Densid&d del aire, 1.095 I o3 (lcg/m3) 
Og: Difusivided del aire,. 3.106 1 S 5 (m2/s) 

El nujo de 81re que enlr6 e le column6 es de 7000 ml/min. meelido 
por medio de un rot&metro. Se consider6 una velocidnd del nire a trnves de ID 
columne de 0.2 mis, por Jo tnnto el di&metro de le columnn resutto ser 2.7 cm. 
El flujo de egua que es alimentede e le column& se estipulo iguel e 1.5 m1/min. 
Reemplazando los valores correspondientes en la ecuaci6n 3 y 4, se obtiene: 

Hit = 0.26325 z I /3 ([CU6Ci6n 5) 

El valor de "" se obtuvo mediente integr8ci6n numerico de le 
ecuaci0n 2. resultando igual a 2.29. Reemplozando el valor de Ntg y la ecuaci6n 

1 5, en le ecuoci6n 1 y despejando z. se obliene: 

Z = 14.2 cm 

La columns est8 re11en8 con 6ni11os Reschig de 0.4 cm de 
diametro. 

El control de h1 humedad relalivn del aire que entrn DI 
fermentodor se renliza n trnves de le medicion de Jn temperoturo de bulbo 
seco y tWmedo del aire que sele del fermentedor. 

Todo el sistema desde 18 c8mare de calentamientemiento 
(column& de humtdtf icecilm, m8ngueras, etc.) ha stdo nislado. 

El agua que entro a la columna de humidif icacion provie1;e de un 
1 recipiente, aislado termicamente por unn cnmiso de lano de vidrio, que se 

menUene a 24!C por medio de un termostnto y es 8limentnde a 18 columne 8 

travis de una bomb& perist~Jtica. 

El eire que es alimentado a todo eJ sisteme proviene de un 
compresor de marca Schultz de 112 Hp. 

El sistema de ocondicionamiento de aire se muestra en la 
siguiente figuro: · 
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ACTIYIDAD F. 

PRlEBA DE CJPERACION DE:.L FERME:.NlADOR PROTOTIPO 

Se analiz6 el co.,,orta•iento del siste•a de agitaci6n 
con CAR con una hu•eJad de G5 X y de una granulo.etria de 7-12 
iaesh, observ~ndose deficiencias en el nivel de aaezclado debido a 
las caracteristicas reol6gicas del Material h~•edo, el cual 
adquiere un alto grado de co.presibilidad por lo cual en vez de 
fluir se acu-.ila sobre o contra las aspas del agitador, 
provocando un arrAstre de la •asa hasta un momento en·que el raxe 
generado por el •ovi•iento de la .-asa es •ayor que el roce de las 
poleas de trans•ici6n, con lo cual •s~as pierden tracci6n. 

En cuanto al sisteaa de a~ondiciona•iento de aire, se 
presentaron proble11as en la operaci6n de la columna de 
hu11idificaci6n cuando se intent& saturar aire a una alta presie,,n 
de operaci6n, debido a que la boalba de recirculaci~n de agua no 
tiene la suficiente presi6n de descarga. 

ACTIYIDAD 6 

MODIF'ICACIONES AL DISEr'tO 

Se i•pleAtentar~n las -.odificaciones al diseno y 
operaci6n del fe··mentad•:>r prototipo conforme a la informaci6n 
obtenida en en punto anterior. Se plantea una modificaci6n en el 
dise1.o del mezclador, la cual se ..U"!Stra en la figura G.1 • Esta 
nueva configuraci6n ya ha sido probada con una piez~ provisoria 
f abr icada con lat·~n, habiendo dado buenos resul tadoc.i en cuanto 
al patr6n de •ezclamiento, por lo que en estos momentos se P.st4 
cot izando la modi f icac i6n definit iva que incJ uir.t adem~~· un 
cambio en todo el sistema de trans•isi6n, el cual ~e cambiara por 
un sistema de transmisi6n con cadenas. 

Un estudio recientes de las 
CAR, reportadas en el punto C de 
anticipar que el sistema de agitaci6n 
que los observados inicialmente < 
posible trabaJar a niveles de humedad 
satisfactorios para el desarr~llo del 

isotermas de sorci6rr de 
este informe, nos permiten 
presentar• menos problemas 
Actividad ~), ya que seria 
menor y ac~ividad de agua 

hongo. 

En c.uanto i'l sistema de acc•rrdic ionamiento de a ire se 
han pl anteado en pr in•: ipio las siguientes modi f icac iones s 
Cambiar la bomba de re?cfrculaci6n <ceritrifuga>, por una d• 
desplazamient•:> positivo 1.1ue permita tener la seg•.Jridad de la 
maf\tenc it.r. de un flu.;c, corsstante dentro del rango de presiones de 
operaci6n considerado. Instalar un by-pass a la columna de 
hum1dificaci6n de tal forma de poder alimentar a la cjmara de 
f•rmentaci6" •ire caliente seco y por lo tanto dar mayor 
v•raatilidad al &i•t•ma para eatudiar l• adecuada entrat•gia de 
r.ontrol. 
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ACTIYIDAD 1 

ESTADIA DE INVEST 1•3ACION 

La estadia de investigaci6n se realiz6 en la Planta 
Piloto de rer•entaciones del Departa.ento de Biotecnologia, 
Divisi6n de Ciencias ~iol6gicas y de la Salud, llniversidad 
Aut6•1011a Hetropol itana, Unidad h:tapalapa, Mexico D.F., bajo la 
direcci6n del PY.of. Hariano Gutierrez Rojas, entre el 27 de Abril 
y el 1• de Junio de 19-30, posterior.ente se realiz6 en el •is:.o 
lugar una estadia corta entre el 24 de Julio y el 3 de.Agosto. El 
Depto. de Biotecnologia cuenta con 16 laboratorios y 4 plantas 
piloto, la planta piloto de ferlM!lltaciones dependiente del Area 
de Microbiol9'gia, cuenta con equip .. iento y servicios adecuados 
para el desarrollo de cualquier proceso de fermentaci6n en 
5Ustrato s6lido. Entre otros equipos se destacan cuatro 
fer11entadores de sustratos s6lidos de distintas configuraciones y 
con capacidad para proo:esar entre 18 y 25 Kg de material seco, 
•icrofermentador para cultivos sumergidos < 5 a 14 l>, equipo 
co-s>utarizado de captura de senales anal6gico-digitales, equipo 
digital de control automAtico, una prensa hidrAulica para la 
recuperaci6n de productos • 

El trabajo desarrollado consisti6 en la evaluaci6n de 
un nuevo sistema de acondiciona•iento del aiYe para los 
requerimientos de una fermentaci6n an sustratos s6lidos. Dicho 
sistema consiste en una c••ara que contiene agua caliente en la 
cual el aire puede ser calentado haciendolo pasar a trav•s de un 
serpentin , humidificado por burbu.;eo dentro de la c.1mara, o 
precalentado y humidificado. Un diagrama de este sistema se 
muestra en la figura 1.1. El sistema se evalu6 utilizando una 
columna de 1,4 m de altura y 20 cm de diametro interno, empacada 
con bagazo de cana pretratado y enriquecido en sales, sobre el 
cual se inocul6 B!!P.erqillus niam:. y se midieron los gradientes de 
ta.peratura generados durante la fermentaci6n, a la vez que se 
probaban distintas condiciones de Humedad y temperatura en el 
aire de entrada. A trav•s de estas experien~ias se logr6 
establecer que la temperatura de bulbo humedo del aire a la 
entrada de la columna era la variable mas adecuada para poder 
mantener un buen contrc•l de la tetnperatuya a todo lo largo de la 
columna. 

En foyma paYalela se conocieron los distintos 
procedimientos experimentales desarrollados o implementados en 
dicho laboYatorio para medir las cineticas de crecimiento 
microbi•no y 9eneraci6n da productos durante la fermentaci6n. 

Sin lugar a dudaa la experiencia adquiYida en esta 
estadia conll•var~ a un mayor desarrollo de las actividades del 
proyecto involucradas en la pYoducci6n de ~nzimas poy 
fermentar.i6n en sustratos s61idos. El laboratorio ••laccionado 
paYa la estadia puede consideYar•e sin duda como el meJor 
equipado y con el grupo humano me.Jor capa~itado en Amoric.a Latin.a 
para el desarroll~ de la rss. 
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Figura I.I 
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