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PRESENTACION

El sexto informe de avance, sfqundo y final del segundo aino
de ejecucién del proyecto, contiene los rcsultados
correspondientes a 1las siguientes actividades, de acuerdo al
calendario del documento Términos de Referencia:

B. Estudic del pretratamiento 4acido de coseta agotada de
remolacha.

Se entrega los resultados finales de esta actividad,
selecciondndose las condiciones de operacién para el desarrollo
de las experiencias de fermentacién en sustrato sélido (FSS) con
coseta agotada de remonlacha (CAR) pretratada a nivel de
laboratorio y, eventualmente, a nivel de prototipo.

C. Estudio de FSS a nivel de laboratorio.
C.1. Construccién y puesta en marcha de una unidad
de minifermentadores de columna. Esta actividad fue
completamente reportada en el Informe de Avance N6 5.
C.2. Produccién y normalizacién de inéculos. Esta actividad
fue totalmente reportada en el Informe de Avacnce N6 5.
C.3. Realizacién del estudio de la cinética de FSS a nivel de
laboratorio :

En el 1Informe de Avance N&é 5 se reporté los resultados
preliminares obtenidos con cepas de Trichoderma aureoviride sobre
CAR sin pretratamiento. Tales resultados contienen una
sobrevaloracién de la actividad enzimAtica producida debido a
problemas metodolégicos. En consecuencia tales experiencias
debieron ser repetidas, reportandose en esta ocasién resultados
definitivos que se encuentran plenamente validados. Se reporta en
consecuencia el estudio cinético de FSS con dos cepas de

: T.3.8 (salvaje) y T.a.7-121 (wutante derivada de
la anterior). Adicionalmente se reporta la cinética de FSS de dos
cepas de Trichoderma reesej : T.r.UC-4 (proporcionada pcr el Dr.

Marcel Gutiérrez dentro del marco del Proyecto) y T.r.0OM-9414
(cepa de coleccién empleada en todo el trabajo como cepa de
referencia). Los anteriores resultados se refieren a CAR sin
pretratamiento. En base a los resultados obtenidos se seleccioné
la cepa T.a.7-121 para los estudios subsiguientes. Dado los bajos
valores obtenidos con la cepa T,xr UC-4, se decidié en la reunién
de coordinacién realizada el mes de octubre pasado,continuar el
trabajo con 1la cepa mejorada T.r.LM-1, proporcionada por el Dr.
Marcel Gutiérrez en el marco del Proyecto. Se entrega también en
este informe 1l0s resultados de 1la cinética de FSS sobre CAR
pretratada quimicamente en 1las condiciones determinadas en el
punto B, para las dos cepas seleccionadas: T.a,7-121 y T.r.LM-1l.

En base a 1lo acordado en 1la reunién de coordinacién 4
octubre pasado, las actividades correspondientes al estudio
cinético a nivel de 1laboratorio de FSS con aserrin de pino
explotado se ejecutarsn en 1los primeros cinco meses del tercer
afo, tal como ha quedado establecido en el documento Términos de
Referencia 1991. Las experiencias se desarrollarén empleando las
dos cepas seleccionadas.
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Se reporta también en esta seccidén la determinacién de las
isotermas de sorcién de CAR. Aungque esta actividad no se
encontraba inicialmente contemplada en el plan de actividades, se
considerd necesario realizarla a fin de establecer condiciones
adecuadas de operacién, especialmente para 1las pruebas en el
fermentador prototipo que se ejecutarén durante el tercer afo.

D. Mejoramiento genético de Trichoderma aureoviride.

En el Informe de Avance N6 5 se reporté la obtencién de un
mutante sobreproductor derivado de la cepa salvaje, denominado
T.a.7-121 Yy su caracterizacién €isjiolégica bésica. En el
presente informe se proporciona una caracterizacién bastante
completa del comportamiento de 1la cepa mutante en fermentacién
sumergida, referida especialmente a 1la fisiologia de produccién
de enzimas celulolfiticas. Se ha continuado trabajando en la
obtencién de cepas sobreproductoras, siendo de momento la cepa
reportada la de mejores caracteristicas. Durante el tercer afio se
continuard trabajando en esta direccién , procuréndose 1la
obtencién de mutantes termotolerantes, capaces de crecer
adecuadamente a temperaturas de 30 4C.

E. Implementacién de los sistemas auxiliares del fermentador
prototipo.

Se reporta la instalacién del sistema de acondicionamiento
de aire y control de temperatura del fermentador prototipo y la
instalacién de 1los correspondientes sensores. Se describe el
esquema de control propuesto.

F. Prueba de operaciin del] fermentador prototipo.

Se da cuenta de 1las pruebas de operacién realizadas al
fermentador prototipo, especialmente en 1o relativo a patrén de
mezclado y comportamiento del agitador.

G. Modificaciones al diseiio del fermentador prototipo.

Se reporta 1la modificacién del sistema de agitacién del
fermentador prototipo y el estudio de la configuracién adecuada
las propiedades del sé6lido fermentado. Se ha logrado desarrollar
una configuracién de agitador que produce un patrén de
mezclamiento aceptable y se encuentra en construccién la pieza en
acero inoxidable, que deberd estar en condiciones de ser
instalada en los préximos treinta dias.

H. Experiencias en el fermentador prototipo en las condiciones

nrstablecidas a nivel de minifermentadores.
Esta actividad corresponde realizarla durante el tercer afio,
de acuerdo al calendario de actividades contenido en el documento

Téxrminos de Referencia 1991.

I. Envio de un técnico chileno a la Planta Piloto de
Permentaciones del Departamento Biotecnologia en UAM, Mexico.

Se da cuenta del periodo de entrenamiento del investigador
participante Sr. Germdn Aroca, por seis semanas en la Planta
Piloto de PFermentaciones de UAM, México. El entrenamiento se

‘'realizé bajo la supervisién del Dr. Mariano Gutiérrez
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ACTIVIDAD B.

ESTUDIO DEL EFECTO DEL FRETRATAMIENTO EN LA DISESTIRILIDAD
ENZIMATICA IN VITRO DE LA CAR Y EL ASERRIN DE PINO

Esta actividad tiene como objetivo el estudio del
efecto del pretratamiento de explosidén térmica y de hidrélisis
acida en la composicién y digestibilidad del aserrin de pino y la
coseta agotada de remolacha respectivamente. El1 estudio del
pretratamiento del aserrin de pino fué completamente reportado en
informes anteriores. En este Sexto informe se analizard las
alteraciones en el contenido de lignina, celulosa, hemicelulosa,
proteina y cenizas en la Coseta Agotada de Remolacha (CAR)Y luego
de ser sometida a distintas condiciones de pretratamiento aAcido.
Tambien se reporta el efecto de estas distintas condiciones de
pretratamiento en la digestibilidad in__vitro del material, la
cual se evalud a través del método de hidrélisis enzimatica in
vitro con una mezcla de celulosa y celobiasa comerciales cuyo
procedimiento experimental se reportd en el Quinto Informe de
Avance.

El pretratamientoc quimico de la CAR a través de un
proceso de hidrélisis 4acida fué seleccionado por permitir una
hidrélisis selectiva de la hemicelulosa sin alterar mayormente la
celulosa. Inicialmente se trabajsé a Z5 g/1 de CAR con HxSO4 y HC1
a distintas concentraciones , temperaturas y tiempos de reaccidn,
seleccionAndose como condiciones éptimas HaS04 al 1.34 Z , 80 °C.
y 1 hora (Informes N* 3 y 4). Este pretratamiento debid
reestudiarse posteriormente para adecuarlo a condiciones mas
favorables para el proceso de FSS. Se trabajd a mayor
concentracién de sdélidos (75 g/1) y se estudié el efecto de
reducir la concentarcidén de HaS04 a fin de disminuir los costos
del pretratamiento. Se estudié razones de 0.5, 0.3 y 8.1 g HaS04/
g CAR a 80°C y tiempos de 1 y 2 horas, obteniendose niveles de
solubilizacidén de hemicelulosa sensiblemente inferiores a los
obtenidos a 28 g/l pero niveles de DIV (evaluados como 7 de
celulosa hidrolizada en CAR a 9 horas de incubacién) entre un 57
y un 82 % que resultan aceptables, los que se informaron en el
Quinto informe de Avance.

Los resul tados que a continuacién se presentan
corresponden a un estudio sobre un set de condiciones de
pretratamiento en un rango que seria el mds adecuado, desde un
punto de vista de los costos involucrados (fundamentalmente en
cuanto a la utilizacidén de Acido sulfarico), para la utilizacién
de este sistema de pretratamiento como una etapa anterior a la
Fss.

La tabla B.1 muestra la composicién proximal de la CAR
cruda (reportada en el informe anterior ) vy que sirve como base
al andlisis de los resultados. La tabla B.Z muestra las
condicines que se mantuvieron congtantes en los distintos
nretratamientos, el tiempo de operacién fué de 2 hrs. para las
distintas condiciones dg razdn Acido/CAR estudiadas, esta
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condicién de tiempo esta avalada por resultados que se
presentaron en el Guinto [nforwe de Avance.

Tabla B.1 : Composicién priximal de la Coseta Agotada de

Remol acha.
A
#Jﬁ
Hidrosolubles 11,3
Lipidos 1,1
Pectinas 8,9
Hemicelulosa 47,6
Celulosa 21,5
Lignina 2,1
Proteina 7,4

Tabla B.2 : Condiciones de operarcidn del pretratamiento

Concentracién de sustrato : 75 g/l
Temper atura : 88 <C
Agitacidn H 259 rpm
Volumen de operacién : 908 wl

RESULTADOS

La tabla B.Z muestra el porcentaje de remocidén de
s6lidos vy la composicidén del wsaterial obtenido 1luego del
pretratamiento a distintas razones Aacido/CAR. Como se puede
observar en dicha tabla, se comprueba el efecto de aumento en la
remocidén de sélidos con la disminucién de 1a razén Acido/CAR.
También es posible observar que a medida que esta razdén disminuye
la solubilizacién de la celulosa aumenta tendiendoc a un valor
similar al de la coseta cruda.

En la Tabla B.4 se muestra la digestibilidad enzimatica
in vitrno dJdel material pretratado en distintos tiempos de
incubacién. Estos valores ofrecen un buen criteric de seleccién
de las zondiciones de pretratamiento, ya que muestran un maximo
de DEIV para la condicisn de pretratamiento #2. For esta razén se
selecciona esta condizion para todos los eaestudions de FSS de CAR
pretratada.
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Tabla B.3 : Remocidén de sélidos y composicion del producto del
pretratamient.n.

PRETRATAMIENTO 1 2 3 4(%)
RAZON (g ac.’/g CAR) 3,85 9,1 3,3 3,5

% REMOCION DE SOLIDOS 61,4 54,7 41,9 48,0

COMPOSICION RESULTANTE (%)

Hidrosolubles 5,9 6,3 3,5 10,7
Lipidos 1,2 2,2 1,5 1,2
Pectinas 7,1 7,7 6,8 9,2
Hemicelulosas 44,7 41,5 42,4 38,1
Celulosa 26,6 28,4 35,9 32,8
Lignina 3,1 3,5 4,2 5,4

(#) : Los resultadcs «<orr 'sponden a auestras obtenidas
con un pretral. e to sin neutralizacién.

Tabla B.4 : Digestibilidad enzimatica in vitro del material
pretratado a las distintas condiciones.

DEIV~y

o
L

Tiempo de incubacién

)

2 S 24

4,9 4,8 4,2

Pretratamiento # |

0,08 g Ac./g CAR 5,8 17,93
FPretratamiento # 2
9,18 g Ac./g CAR 9,9 23,4
Pretratamiento # 3
9,38 g 4&c./g CAR 11,9 12,1

My - Me
DEIVey = x 100

m,
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ACTIVIDAD C. ESTUDIO DE FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO
A NIVEL LABORATORIO CON CCSETA AGOTADA DE
REMOLACHA CRUDA Y PRETRATADA.

RESUMEN

Se realizaron experiencias de FSS de CAR sin pretratamiento,
empleando 1las siguientes cepas: Trichoderma reesej UC-4,
Trichoderma aureoviride salvaje y Trichoderma aureovirjde 7-121.
Como cepa de referencia se utilizé Trichoderma reeseji QM-9414.

Las experiencias se realizaron 2an columnas de fermentacién tipo
Alazard-Raimbault, a temperatura controlada y con suministro de
aire numidificado.

Durante todas 1las experiencias se observé un desarrollo
homogénec de micelio sin espornlacién. lLos mejores resultados en
términos de enriquecimiento proteico v produccién de enzimas
celuloliticas se obtuvieron con T.aureovirijde 7-121. Los
resultados obtenidos con T.reesei UC-4 no fueron satisfactorios y
no superaron los obtenidos con la cepa de refzrencia.

En base a los resultados obtenidos se decidié seleccionax la

cepa T.aureoviride 7-121 para el desarrollo de 1las siguientes
experiencias. La cepa T.reesei UC-4 fue descartada y reemplazada
por la cepa T.rcesei LM-1 proporcioniula recicntemente en el marco

del proyecto.

Con las cepas selecionadas se realizaron experiencias de FSS
de CAR pretratada quimicamente, en las condiciones establecidas
en el punto B. del presente informe. Con la cepa T.aureovirjde 7-
121 se obtuvo un incremento considerable en 1la actividad
celulolitica respecto de CAR sin pretratamiento, no ocurriendo
igual cosa en el caso de la cepa T.reesej LM-1 en relacién a su
contraparte UC-4. -

En base a 1os resultados obtenidos con la cepa T,aureovirijde
7-121, deberd& hacerse un andlisis gue permita establecer cudl de
los dos sustratos se utilizard para 1las pruebas a nivel de
fermentador prototipo gque se realizardn durante el tercer afio de
ejecucién del Proyecto.
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1>. METODOLOGIA.

1.1. Microorganismos:
Se wt:.izaron 1as ziguientes cepas:

Trichoderma reesei O0OM -34id4.Cepa de coleccidn usada Como
patrdén de referencia. .

Trichoderma reesei UC -4.Cepa mutante proporciconada por la
Universidad Macional Agrar:a,Feri.

Trichoderma aurecviride nativa.lCepa aislada povr el
laboratorio de Microbiclog:z de 1a Facultad de Ciencias fuimicas
y Farmacéuticas de la Univercidad de Chile.

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

1.2. Mantencién de cepas:

Les cepas se mantuvieron en  tubos
inclinados <©on  agar  paps  dextrosa como medic de «cuwltivao,
inoculados con  esporas e :acubados durante 7 dias a B°C,y luego
mantenidos a S°C,

1.3. Preparacién de inéculc para FMSS:

Las columnas de  Alazard y
Raimbault fueron 1noculade: con micelio crecido en medio liquido,
cuya composicidn se detall:= a2 continuacidn:

Para Trichoderma reesei:

TABLA & 1

Componente a1

Laztosa 6,5

‘NH4) 2504 1,5

M9804 - 7H20 O, =3

FH=FO4 0,53

Callz -2ZH=20 0,123

'::q,Ha07 ‘Hzo 5, 15 :

Solucidn Sales 1,0 wl /1
Para Trichoderma aurecviride:

TABLA 3
Componente g/1
Glu-osa £,0
(NHL 2504 1,9
MgSNs -7H=20 0,23
FH2FDs 0,599
CaCl-.- ‘:szo 0,123
Solucidn de 3ales 10,0 ml/1




Composicidn de Sales Minerales:

Componente mq/1

FQSO‘ - 7H20 S
Mn SCQ - Hzo 1
InS0. -7H20 P
CoCla -6H20 2

Las .propagaciones se realizaron en cultivo sumergido en
matraces de 11, con 250 ml de medio de cultivo,inccul adas con
resuspensién de esporas (2 -107 esporas/ml), proveniente de un
tubo de agar con agua destilada esteril.

La incubacién se efectud a 30°C, con agitacidn orbital de
220 rpm.,con una duracidn de 2,95 dias para Trichoderma
aureoviride y 3,0 dias para Trichoderma reesei, tiempos
correspondientes a 374 del crecimiento exponencial del
microorganismo, determinado en experiencias iniciales de
cineticas de crecimiento de <cada cepa en su respectivo medic de
cultivo.

1.4. Fermentacién Semi-Sélida en columnas de Alazard-Raimbault:

Los fermentadores de columna fuercon incculados con el contenido
total del matraz de propagacisn junto al medio de cultivo sdlido
que se indican a continuacidn:
Para Trichoderma reesei

TABLA # 3

Componente a

CAR seca (9 =12 mesh) 150

(NH4) 2504 z4

M9904 - 7H20 (§) y &
KHzFOs 2,25
Solucién de Sales 15 ml

Para Trichoderma aureoviride:

TABLA # 4
Componente o]
CAR seca (9 -12 mesh) 150
(NHL)S0. 13,35
Urea Sy 1
MgS0. -7H20 0,6
KHaPO4 2y 25
Solucién de Sales 15 ml

La solucisn de sales es la indicada anteriormente.
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La coseta agotada de vemclacha (ZAR) fue previamente
esterilizada, durante 40 min. a 120 °C, al igual que las demas
sales.Luegce se procedidé a mezclar en forme estéril todos los
componentes del medio de cultivo junto al contenidoe total del
matraz de propagacién, ajustandose de este modo la humedad inicial
del sustratc en un 65 7 base huameda.

Una vez realizada la mezcla anterior, se dejé reposar por 3
hr. en refrigerador (en forma estéril),para producir una efectiva
impregnacién del sélido.Transcurridc este tiempoe se procedid a
rellenar en forma estéril cada una de las columnas de
fementacién. ™

Estas columnas de fermentacidén son aireadas con un flujo de
70 ml/min. de aire estéril,por medio de un dispositivo ubicado
inmediatamente debajo del tubce fermentador.Todo el sistema se
encuentra en un baRfo termostatico a 25°C para T.aureovirvide y
30°C para IT.reesei.

1.5. Toma de muestras:
El contenido de una <columna corespondid a

l1a muestra a analizar.

rara la extraccidén de enzimas se sumergid 2 g. de muestra
hameda fermentada en 30 ml. de agua destilada, agitando 5 min. a
200 rpm. en un matraz de 250 ml.lLuego se centrifugd por 10 min. a
S000 rpm.

El sobrenadante obtenido se ocupd para 1la determinacién de
actividad de papel filtro (PF), azicares reductores, proteina
soluble y medicién de PH.

El sdélido fue lavado con agua destilada para 1la
determinacién de contenido proteico.

Otra fraccién de sélido sin lavar se utilizé para
cuantificar el porcentaje de humedad.

1.6. Métodos de Andlisis:

La actividad enzimatica se cuantificé
por la capacidad degradativa de la enzima sobre papel filtro,
uttilizando el método del Acido dinitrosalisilico (DNSY para la
determinacidén de azucares reductores.Una unidad de papel filtro
(UPF) se define como la cantidad de enzima que produce un
micromol de azdcares reductores, exwpresados como glucosa, por

minuto,
Para la determinacidén de proteina

extracelular se utilizé el método de Lowry.
La determinacidn del contenido proteico
en sélidos se determind en base al porcentaje de nitrigenc en

s4lidos mediante el método de microk jeldahl.
Para la determinacién del contenido de

humedad, mediante gravimetria,se 1llevé 1la muestra hasta peso
constante en estufa a 80°C.
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2). RESUTADOS.

2.1. Fermentacién #1: (T.aurecviride nativa)

En Fig. # 1, 2, 3, 4y 7, se presentan los perfiles de la
cinética de fermentacidén con T. aureoviride nativa.

La inoculacidén se realizé con el cultivo liquide indicado en
la Tabla #2, crecid> durante 2,5 dias.

La fermentacién sélida se desarrclld a 25°C durante un lapso
de 11 dias (264 horas). El medio de cultivo sélido es el indicado
en la Tabla #4.

La Fig. #1 muesira 1los 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%Z durante el resto de la fermentacidn. E1 ph experimentdé un
descenso directamente asociado al crecimiento micelial.El nivel
de ph mads bajo fue de 3,7 a 1las B4 horas y aumenta hasta 6,3
hacia el final de la fermentacidn.

La Fig. # 2 muestra la concentracién de proteina excretada
al medioc de cultivo, alcanzando un nivel de 0,027 (g/g car seca)
luego de las 204 horas de fermentacién

En Fig. # 7, se presenta la proteina en sélidos, alcanzando
un nivel maximo de 0,41 <(g/q car seca), manteniéndose en ese
valor luego de las 144 horas de cultivo.

La Fig # 3, muestra la cinética enzimatica, observandose un
periodo de latencia muy pequero (apréx. 15 horas), luego del cual
permanece constante (8 UPF/g seco)

En la Fig. # 4 se observa la concentracidén de azucares
reductores, alcanzdndose un nivel de 0,04 (g/g seco)

2.2. Fermentacidén # 2Z2: (T. aureovivide 7-121)

Los resultados de esta experiencia se presentan en Fig. 5,
6, 7, 8, 9, ton Y. aureoviride 7-1Z1, en las mismas condiciones
especi ficadas para la fermentacién anterior. Esta fermentacidn
fue llevada durante 11 dias.

La Fig # 35, muestra las curvas de ph y de humedad
aumentando esta dltima en forma suave desde las 120 horas,
alcanzando un valor final de €7,6%, mientras que el ph
experiments un descensn hasta 2,6 a las 96 horas, tiempo después
del cual empezd4 a aumentar hasta llegar a un ph de €,2 al final
de la fermentacidn,

La Fig. # 6 contiene la proteina extracelular por gramo de
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de sustrato seco lleg:=nda a nivel de (,05a/9 a las 132 horas de
cultiso.

En Fig. # 7, se presentan 1as  resultados de proteina en
sélidos, lograndose un nivel de 0,43 g/g seco a las 144 horas.

En la Fig. # 8 c=2 observa que el nivel de actividad de FF
logrado alcanza a los 1i UFF/g seco a las 192 horas de cultivo.
Se observa un perioadc de latencia de 48 horas.

En Fig. # 9, se observa el nivel de azdcares vreductores que

hacia el final de la fermentacidn alcanzaron 0,048 g/gseco.

2.3. Fermentacién # 3: (I. aureovivide 7-121?

Se realizaron T experiencias complementarias a 5°C con el
mutante Y. aureoviride, para analizar el efecto que tendria sobre
la fermentacién las siguientes modificaciones:

Ferm 3.a): Un in4culc propagado en fuente de carbono soluble
(gluccsa) y fuente de carbono insoluble (CAR), este ultimo como
sustrato inductor de celulasas.

Ferm. 3 b): El medio de cultivo sélido contiene s6lo sul fato
de amonioc como dnica fuente de nitrdgeno.

Ferm.3 a):

El medioc de -ultivo de propagacidn es el mismo indicado
en Tabla # 2,salvo que como fuente de carbons fueron considerados
1,2 g/1 de glucosa 7y &£,0 g/1 de CAF  con 1,7 dias de
propagacisn.El medio de cultivo séiido es el indicado en Tabla
#4.

Ferm.3 b):

El medic de cultiva de propagacidén  es el indicado en
Tabla % 2, sin embarg>, el medio de cultivo sélido fue cambiado
segan 1o detallado en Tabla # 3.

En Tabla # S se enruentran registrados 1o datos obtenidos
en estas experiencias.

2.4. Fermentacidn # 4: (J. reesei uc-4)

Esta fermentaci’n se realizd con propagacién en lactosa como
unica fuente de carbono,crecido por 3 dias. El medio de cultivo
ce encuentra detalladc en Tabla # 1.

El1 medio de cultivo sélido se detalla en Tabla # 3.

La fermentaci#n s6lida se desarrollé a 30°C durante 212
horas de cultivo.

| e resultados se presentan en Fiqg. # 10, 11,12, 12 y 14,




TABLA ¥ 5.

Fermentacién T. aureoviride 7-121.

Ferm.

4Yumedad final (%)

FH final

Tiempo total ferm.(dias)
Fase Lag.(dizs)

Tiempo produccidén max. (dias)
UPF/g secc

Proteina en sélidos (g/g)
Proteina extracelular (g/g)

Azucares reductores (g/g)

T.a
7¢
6,5

12

7,4
0,45
0,06

0,034

Ferm. 3b.
66

3,0
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Fig. 12. Fermenzacién con T.reesei UC-4 a 30 2C.
Enriquacimiento proteico en s6lido.
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La Fiq. # 10, detalla los cambios de humedad exper imentados
durante 1a fermentacidn, variacriones de 61 a 66 % de humedad,
manteniéndose constante  en ecte ultimo valor desde las 228 horas
de fermentacisn. Tambieén en esta figura se presentan los cambios
de ph, el que experimentd un de=-enso hasta un ph de 2,3 hazia el
=® dia de cultivo,manteniéndose constante en este valor luego de

las 168 horas.

En Fiq. * 11, se observan los niveles de proteina
extracelular con un maximo de 0.017 g/q seceo.

En Fig- % 12, se presentan 1los niveles de pgproteina en
sdlidos, lograndose una -oncentraci én maxima de 0,35 a/a.

La Fig. # 13, muestra la actividad de celuiasas expresada
como UPF/g seco, que alcanza un valor de 4,6 a 1los 9,7 dias de
fermentacidn, observadose una fase lag de 3 dias en la produccidn
de la enzima.

Fig. & 14, muestra los, niveles de arucares reductores
obtenidos durante 1la fermentacién , llegando a ura concentracidn
final de 0,016 g/g. Se observa un mayoy consum> de azndcres a los
4,5 dias alcanzando un nivel de 9,012 g/g.

2.5. Fermentacién # S5: ( T. reesei aM-9414)
Esta experiencia se realizé en idénticas condiciones a l1a
farmentacitn # 4.El1 tiempo de fermentacién fue de 14 dias.

Los resultados son presentados en Fig. # 15, 16, 17, 18 y
19.

En Fig. # 15, se observan los cambios de humedad y ph
producidos durante la fermentacidn. La humedad final alcanzd un
€7%, en tanto que el ph se mantuvc en un valor de 3,0 luegc del
7° dia.

La Fig. # 16, se presenta la proteina excretada al wmedic de
cultivo, legrandose 0,032 g/g hacia el final de la fermentacidn.

En Fig. # 17, la proteina en s4lidos alcanzé un nivel de
0,34 g/g, 1= que corresponde a un 5,44% de nitrdgensc.

La Fig. # 18, presenta la actividad enzimética degradativa
sobre papel fitro, lograndose 6,5 UFF/g a las 288 horas.

€En Fig. # 19, se observa la concentracidn de azdcares
reductores. £l mayor CONSUMD se produce al S5 dia
,estabilizandose en un valor de 0,015 g/g hacia el final de la
fermentacidn.
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2.6. Fermentacidn #6: 7. aureovivide 7-1212

Esta experiencia cse decarrollé en idénticas condiciones a la
Fermentacisn #2, difiriendc sélo en el tipe de sustrato
utilizadce. La coseta agotada de remclacha fue hidrolizada
mediante tratamiento acido (9,1 g.ac. sul furico/g. CAR seca),
bajo las siguientes condiciones:

Conc. Sustrate : 75 (g/1)

Temperatura : 80 <C

Tiempo s 2 (h

Agitacidén $250 rpm .

El sustrato debidamente neutralizade. fue utilizado en la
Fermentacisn #6, obteniéndose los siguientes resultados:

En Fig. #20, se observan los cambios de humedad y ph
producidcs durante la fermentacién.a los 15 dias de cultivo la
humedad del sustrate alcanzé un 737, en tanto que el nivel de ph
mis bajo alcanzado fue de aproximadamente 3,5 a los € dias de
fermentacidn, y un valor de 6,7 hacia el final de la experiencia.

La Fig.#21, muestra la concentracién de proteina
extracelular en el medio de cultivo alcanzando un nivel maximo de
0,11 g. prateina/g. CAR seca.

La Fig. #22 presenta la proteina en sélidos,la que alcanza
un nivel de 0,42 g.prot./g. CAR seca., valor similar al obtenidc
en fermentacidén #Z.

En Fig. #22, 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 Fig.#24, se observa el nivel de azucares reductores que

hacia el final de 1la fermentacidn llegé a un nivel de 0,008
g./g.secc.
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Fig. 21 : Fermentacibén con T. aureoviride 7-121 con
CAR pretratada a 25 °C . Protefna excretada.

v»%vv‘wkvvbvuv“v\-\'\-vvvvvv‘-v\-dh/u'\d\d-/./-lvsd‘
-




N R e = R 4

1

e

v”whﬁ-ﬂ'\/\.}'&'&"-"

Enriquecimiento proteico (g.prot/g s.s.)

bﬁ'w&v\'bbw;v,vw\.\.‘v\.wv.,_,_.

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (dias)

Fig. 22. Fermentacion de CAR pretratada con
T.aureoviride 7-121 a 25 ¢C.
Enriquecimiento proteico en sblido.

T. aureoviride 7-121
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Fig. 23. Fermentacidn de CAR pretratada con
T.aureoviride 7-121 a 25 %C.
Produccibn de celulasas.
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3). COMENTARIOS.

a). Temperatura:

Se realiz4 e-periencia de fermentacidn semi -
sélida con T. reesei @GM-9414 o 23°C, <cuyos resul tados no se
presentan en este informe, con los mismos medios de propagacidn y
de sd4lidos utilizados para la fermentacidén # O, observAndose que
a esta temperatura se producia una fase de latencia de 7 dias,
durante el cual s4lo se observd algunos focos de crecimiento. A
30°C se observd sin embargr wvn crecimientn homogéneo y sin
esporulacidn.

En relacisn 3 la cepa T. aureoviride, se
determiné en erxperiencias anteriores, una temperatura Sptima de
crecimiento y produccidn de er-i1mas de 25 °C.

b). Medic de propagacién:

Es sabido que el empleo de indculo de
micelio reduce en forma apreci:ble los tiempos de fermentacidn en
comparacién con experiencias que utilizan resuspensidn de esporas
como indculo, elimindndose asi los largos periodos de latencia.

De ecte modo, en experiencias  <on
micelio como inéculo, se observd que T. reesei UC-4 crecid muy
débilmente en medic de propagacidn con glucosa coms danica fuente

de carbono. En glucosa mas estracto de levadura, lo haria con
crecimientc muy escasn y focalizado, desarroll Andose
microcolonias independientes que no se  extendian por  todo el

sustrato.

Fara 7. reesei AM-9414, también
existieron dificultades para €1 <recimiento en glucosa romo
fuente de carbonc.Adicionindcole extracto de 'evadura al medio de
propagacién anterior se aohtuva un crecimiento mas visible de
micelio y esporas.

En la presente investigacidn, para las
repas de T. reesei, como para las T. aureoviride, se utilizd
propagacién en lactosa y glucosa respectivamente (sin extracto de
levadura), observadndose que 21 microorganismo se desarrolld en
forma uniforme y sin esporulacidén durante todo el tiempo de
fermentacidn.

c). Humedad:

La humedad inicial (€1 - €5%) se encuentra cercana al
limite de la cpacidad de abscr-idn del sustrato, cbservandose sin
embargo un aumento gradual de la capacidad de absorcidn de agua
del sustrato fermentads, alcanzando alrededor de un 707 de
humedad relativa para todas las experiencias realizadas.




d). EH:

Se utilizé el métado de rontrol  autégeno de ph que
raner-te en utilizar des fuentes de nttrdaerno, cul fato de amonio
v urez. Es esperable una dieminucian del ph en una primera etapa,
produsto del  consums del sul fato de amonio ¥ luenqo un aumento

aradu:=1 del mismo a medida que la urea es consumida.

Este métodoe de control de ph fue efectivo para las cepas
T. aureoviride, sin embargo para T. reesei GM-3414 se cbhservd, en
exper:encia no repor tada, que de un ph inicial de 4,2 comenzd
inmecd: atamente a aumentar en forma gradual hasta €,5 al &° dia de
fermentaci®n, lo cual indicaria que el micy ooy gani smo metabolizd
en pr:mer lugar la fuente de nitrdgena organica.bn relacidn a la
humedad de esta misma experiencia, el citema -nseta — hongo se
mantu.o entre un 61 y &3% durante toda 1la fermentacién.Actividad
de pzpel filtro practicamente no se observé (¢ 0,6 UPF/g).

Por 1los resultados arrojados  de esta ewperiencia co T.
r eesel ,es que se opts por el medin de  cultivoe  oon sul fato de
amonis come unica fuente de nitrégens (Tabla #2).

Los ph mAs bajos registrados en Ferm. # 4 y 5 =on de 2,9 a
3,0, -alores limites »~on los cuwales <& romienzan  a producir
efertass inhibitorios sobre la enzima.

e). “roteina extracelular:
Puede oheer varse en todas las

fermentaciones una buena correlacidn con 1a a-tividad degradativa
de pzpel filtro.

£). froteina en sélidos:

lLa proteina ligada al s4lide es un
indi-ador del crecimients micelial.El valor real de proteina
evicstente se veria afectado durante la etapa de lavado del
s6lido, en donde algo de células seria desorbido, sin embargo, Se
rboervd un efecto de  mayor trascendencia: el porcentaje de
protzina inicial en s4lidos  <e encuentra sobr edimensionado. En

pupe-ienias realizada= en este ty atia jo, se cbeserwvd que a pesav
de c.e la coseta inicioslmente humedecida <on el medico de cultivay,
apo. :madamente Z,0 gr amos, era lavada con 100 ml. de agu?

desti1lada, las sales de sulfato de amonio  no SOn arrastradas
durante el lavado,con 1o cual interfieren en la determinacién del
povcentaje de nitr4gens en sélidos, precsentandose 1ns siguientes
resul tados:
Para CAF mas sales s ohbuo/i un 1R,f% de proteina.
Para CAR mids sales e inbculo, un 18,8% de proteina.
Para CAF sola, un 3,0% de proteina.

Es esta la razén de los altos niveles de
proteina inicial (0,17 - 0,20 g/g secw). Este efecto se veria
dieminuido a medida que avanza la formentacidn debido al consumo
de 1a fuente de nitrigenc.
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Posteriormente, se realizaron experiencias en el transcurso
de la Fermentacidén #6,de contenido protéico en muestras con
previa extraccidén en condiciones de agitacidén de 200 rpa. durante
15 min., en donde scbrenadante y sélidos le fue determinade el
contenido de proteina. Se observé 0,13 g.prot.en sélidos/g. seco
para el punto inicial de fermentacioéon, en relacién a 0,20 g/g
obtenidos en muestra lavada con agua destilada. La diferencia del
conteniddo protéico se encontré en el andlisis del sobrenadante.

A medida que la fermentacién transcurridé , se corroboré que
el contenido preotéico en cada una de las muestras sdlidas, ya
sea tratada mediante una fuerte extraccidén o un simple lavado, fue
cada ve:z mads similar a medida que 1la fermentacidén avanzé,
llegadndose a valores practicamente iguales hacia el final del
cultivo.

El contenido protéico para T. reesei fue de 347 y para T.
aureoviride de aproximadamente de un 43%, hacia el final de la
fermentacién, permaneciendo inalterado este altimo valor al
utilizar coseta agotada tratada quimicamente.

La velocidad especifica de crecimiento evaluada a través de

la velocidad especifica de incremento de proteina en sélidos, es
sensiblemente superior en cepas J. aureoviride que en . reesei.

g).Actividad enzimatica:

La actividad enzimatica evaluada
mediante la capacidad degradativa sobre papel filtro,indica
valores para T. aureoviride 7-121 de 11 UPF/g. seco, y un

valor de 8 UPF/g para J. a. salvaje, en relacién a 6,5 UFF/g de
la cepa de referencia. Resultados muy inferiores fueron los
obtenidos para 7. reesei UC-4 (4.6 UPF/g.).

Resultados éptimos (29,2 UPF/g. ) con T. aureovivride 7-121 fueron
obtenidos en fermentacidén 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 extraccién de la
enzima, obteniéndose un aumento de alrededor de un 107 en la
actividad de papel filtro si 1la enzima era extraida con agua
destilada a que si 1lo fuese con tampédn, tal procedimiento fue
tomado como norma de extraccidn.,

L1



h). Azdcares Reductores:

Es esperable que el nivel de azdcares
reductores disminuya en una primera etapa debido al crecimiento
inicial del hongo, atribuible al consumo de azucares de rapido
metabolismo. Este resul tado es observado en las experiencias con
T. reegsei. Con T. aureoviride se present6 tendencia a up. aumento
de tales azucares, resul tado poco esperado, puestc que una mayor
actividad celular requeriria de un mayor consumc de azucares Ccomo
se presentaria en una fermentacién del tipo sumergida.Este
resultadc pareciera indicar que la sintesis de celulasas en estas

: cepas ho seria demasiado sensible a 1la represién por azucares
) r dpidamente metabolizables.
En experiencias de fermentaciones del tipo sumergida se ha
observado que T. aureoviride nativa, consume hemicelulosa que
contiene la CAR, con lo cual se estarian acumulando azdcares
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 1la Tabla y
Figuras de Resumen anexas.

Se concluye que las cepas de T.aureoviride presentaron msejores
condiciones que las de J.reesei para su cultivo por FSS. Tanto el
nivel de enriquecimiento proteico comoc el de produccidén de
celulasas es significativamente superior en esas cepas.

La correlacién obtenida entre enriquecimiento proteico en
sé6lidos, que es una wmedida de crecimiento celular, y producciédn
de enzimas celuleliticas es razonable por cuanto el wmedio de
cultivo considera limitacidn por carbonoe y dispone de celulosa
como principal fuente de ese elemento.

Existe una buena correlacién entre el nivel de actividad
celulolitica y de proteina soluble en el caldo fermentado. Ello
permite sostener que una parte significativa de 1la proteina
excretada por estos microorganismos corresponde justamente a
enzimas celuloliticas.

Las cepas fueron cultivadas a sus respectivas temperaturas
éptimas por 1lo que no puede atribuirse a ello las diferencias
obser vadas.

La cepa de T.reesei UC-4 observé un comportamientc similar a la
cepa de referencia en relacién al enriquecimiento proteico en
s6lido. Su actividad celulolitica fue, no obstante, inclusoc menor
a la de T.reesei (GM-9414. Esta cepa ha sido descartada para
estudios posteriores y vreemplazada por un mutante del mismo
linaje, supuestamente aejoradeo (T.reesei LM-1).

Las cepas de T.aureoviride fueron significativamente superiores a
la cepa de referencia, tanto en términos de enriquecimiento
proteico como de produccién de celulasas. En relacién a este
dltimo aspacto las diferencias fueron mas considerables.

Lo anterior, unido a 1la simplicidad de 1la preparaci¢n de
inéculos, su relativa insensibilidad a represién catabdélica y su
interesante perfil de actividades celuloliticas, justifica 1la
eleccidén de estas cepas para estudios posteriores. Adicionalmente
se trata de cepas nativas y mutantes derivados, 1o que le otorga
un mérito adicional.

La cepa mutante 7-121 es superior a la cepa nativa, tantc desde
la perspectiva de enriquecimiento proteicc como de produccién de
celulasas. En el primer aspecto las diferencias no son demasiado
marcadas, perc la capacidad de produccién de celulasas es del
orden de un 40 7 superior en la cepa mutante, lo que puede
considerarse significativo, Si a eso se une la alta estabilidad
genética del mutante, que no ha observado pérdida de marcas en
mds de un afo, se concluye la conveniencia de escoger la cepa

4t
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Y.aureoviride 7-121 para los estudios subsiguientes.

Una vez concluido el trabajo con CAR cruda, se realizaron
experiencias con CAR pretratada con acido sulfarico diluido.

Los resultados obtenidos con T.aureoviride 7-121 son ampliasente
satisfactorios. Respecto de la misma cepa en CAR cruda, se obtuvo
un 165 % de incremento en la produccién de celulasas, con un
nivel de enriquecimiento proteico similar. El1 valor de 29.2 UPF/g
sélido seco es buenoc si se le compara con resultados publicados
en la literatura. El sustrato, degpurado en el pretratamiento de
parte importante de su contenido de hemicelulosa, resulta un
superior inductor de la actividad celulolitica. No obstante, debe
considerarse que en el caso de CAR pretratada existe una pérdida
de sélidos por solubilizacién del orden del 42 al 45 % durante el
pretratamiento. Esta pérdida de material sélido debe ser
considerada en un andlisis comparativo entre FSS de CAR cruda y
CAR pretratada. Resulta, sin embargo, interesante considerar el
uso del material hidrolizado, rico en azdcares especialmente
pentosas. Este hidrolizado presenta mialtiples usos potenciales
que, aunque no contemplados de estudiar en el marco del proyecto,
podrian resultar en una interesante linea de proyeccién.
Resultados preliminares obtenidos fuera del marco del proyecto,
indican que mas del 50 7 del <contenido de azucares reductores

del hidrolizado son fermentables por cepas de la especie Candida.

Un andlisis posterior de costos y viabilidad operacicnal
determinara qué tipo de sustrato se empleara en la prueba a
realizar en el fermentador prototipo.

Resultados en procesamiento, obtenidos con CAR pretratada y la

cepa J.reesei LM-1, no son significativamente diferentes a los
obtenidos con la cepa UC-4 en CAR cruda.

F 2




TABLA RESUMEN

FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO

CAR SIN PRETRATAMIENTO CAR CON PRETR.
T.a. nativa T.a. 7-121 T.reesel h‘.reesei uc-4| T.a. 7-121
QM 9414

(UPF /g. seco) 8.0 11.0 6.5 4.6 29.2

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

(g. prot. soluble/g. s€co) 0.027 0.050 0.032 0.017 0.11

(g. az. rgduct./g. $€eco) 0.040 0.048 0.015 0.012 0.08
Tiempo mixino produccién (Afas) 10 12
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Fig. Resumen . Resultados con CAR cruda.
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ACTIVIDAD C. DETERMINACION “E ISOTERMAS DE SORCION

)
Y DE COSETA AGOT:DA DE REMOLACHA
) 1. ODJETIVOS
)
)
h)
)} - Determinacidén de las curvas de sorcisn de agua de la coseta
) ag-rtada de remdlacha pura.
)
)
) - Determinacién de las curvas de sorcidn de agua de la coseta
: agotada de rvemslacha coes sustrato ¢ suplementada on distintos
) ) . By
) estadeos de degradacidn ).
)
)
) - Verificacidn de crelimients> microbiano a las distintas
) humedades relativas consideradas en la determinaci®n de las
curvas de sorcidn.
)

- Covrrelacionar las  <urvas de scrcidn cbtenidas con model os
matemAticos existentes,
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Determinacidén de curvas de sorcidn

ta determinacisn de las curvas de sorcidén sa. realizd
in-ubands muestras dJde ceoseta a una temperatura de 28°%, en un
sistema estatico en que la humedad relativa del aire puede ser
regulada con soluciones saturadas de sales.

En la tabla 1. se indican las soluciones de sales y las

humedades relativas correspondientes usadas en la determinacidn
de las isobtermas(l,z2,3).

tas condicicones de 1a experiencia fueron las sigunientes:

Tiempo (e {ncubaciin : 9 dias
iemperatura de incubazidén @ ZBOC

2.1.1 Curvas de sorcién coseta pura

Las curvas de sorcidn de la cometa pura se obtuvieron con el
siguicnte procedimiento :

burante 24 horas, se mantuve 20 g. de coseba en 100 ml. de
una soluclén de metabisul fito de wadio al 1%4Z, con el fin de
evitar crecimiento microbianc en la etapa de incubacidn.

A cabo de ese tilempo la muestra se flltrd para retirar el
liquidos remanente destindndose parte de la muestra hameda para la
shten-idsn de la curva de desorcidsn segin punto 2.4.2, y el resto
en l1a determinacién de 1a curva de adsorcidn segan puanto 2.0 1.

2.1.2 Curvas de sorcién coseta fermentada

fon respecko a las curvas de sorcidn de la coselta en
distintos estados degradatives se procedid como sigue 3
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Se Lomd una muestra de coseta fermentada ¢ 11 g. aprox.?,
y se lnactivé el crecimients microblans  agregand> 0.1 a. de
motabisul fito de sodic en forma sélida para provoesar los minimos
-ambins posibles en la humedad inicial de la muestra.

Farte de la miestra hameda se utilizd en la determinaci én de
la curva de desorcisn y el vesto para obtener la.curva de
adscrcisn segun puntos 2.4.2 y 2.4.1 respectivamente.

Se ohbtuvieron las iscotermas da sorcidn  en tres estados de
fermentarcisn para los siguientes microorganismos t

~ Tricoderma aurgoylride 7-121

- Tricoderma__veesei o—

2.2 Verificacidon de crecimiento microbliano

Se realizdé una experlencia para verifizar a partir de que
actividad de agua se prodice crecimioento microblano, para ello se
inoculd coscta con la cepa T, reesel OM - 14y se incubaron
muestra en vetufa de cultivo a las distintas humedades relativas
-onsideradas, segian las glguientes condiciones o

Tiempo do incubacidn 1 9 dias
Temper atura de incubacidn ¢ RO R

luego de cumplido el tiempu de incubacien, se comprobd
crecimiente microbians mediante doeterminacitn  de proteina segin
punto 2400,
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2.3 Modelaclon matemidtica de curvas e sorcion

Las curvas de acrclién cbtenidas ae model aron matemdlicamente
probands cuatro ecuacicnes Informadas  un literatura (¢, antas
fueraon las siguientes :

- Ecuacitn de llenderson € 1932 ):
1 — aL = exp [--(-xX")]
- Ecuacisn de Euhn (¢ 1372 e

x = ——l:‘{-_- R B 4
Ina.

~ Ecuacisn de Iglestas y Chirife ¢ 1970 ):
ln[x + € Xt Xoeo )"-ﬂ] = fla, v x

~ Ecuacisn Je Iglesias y vhirife ¢ 1981 »:

X = “ [_____éw“__-__] -+ D 4
1 - ag, -

duonde

au : expresa la aclividad de agua : a. = .’ /7 100

H.F : 7 de humedad relativa

X s conbtenids de humedad expresado como 7 en base seca

L : centenfdo de humedad en base seca para una actividad de

agua a. = 0.5

%, B 1 pardmetros que describen las isolermas
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fara determinar los pardmelros o« Y i se procedid a
linealizar las ecuacliones antericres.

2.1 Hétodos
2.4.1. Deterainacién de las curvas de adsorcién (5,6)

- rolocar las muestras de coseta de aproximadamente i ga. en
capachos de aluminis previamente secados.

- Becar las muestras hasta chliener peso constante en estufa a
aproximadamente SO e,

- Colocar las muestras dentro e desecadoras, que contienen las
s=luriones sobresaturadas de sales y —-ervarlas hermélicamente <on
vaselina

- Foper las desecadoras en ambiente constante de 280 © estufa de
culbiveo 3.

- l"esar las muestras después de 9 dias de incubacidn.

- Se determina el 7 de humedad de la siguiente maneras

ZHumedad = (me_—_ma_)*100
my

donde

me : peso de la muestra después de alcanzado el equilibrio con la
sa)

m, : peso de 1a muestra secada en 1a patufa.
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2.4.2 Determinaclion de las curvas de resorcion(3,6)

~ faslecar  las muestras  hamedas de  aproximadamnte 1 g.en
vapachos de aluminio previamente secados.

- Colocar las muestras dentro  de las desecadoras que contienen
las soluwziones sobresaturadas de las sales, y =errarlas
hermélicamente con vaselina.

—~ Foper las desecadovras en ambiente constante de 0 ¢ estufa de
cultive ).

~ Fesar las muestras despuds de 9 dias de incubaciin.
- Determinar el 7 de humedad de las muestras en equillbria <on

la soduwcion salina coms &2 jndica a conbinuacidn @

sllumedad = mr_— me £ 1 = U 2100
m;f. 1t - H i)

donde

m, : peso de la muestra final ¢ despues del perfode de
incubacidn ).

m. : pesco dee la muestra inicial ¢ Imeda )

Hoo: traccien de humedad de 1a mueslra inicial.

Mot L =1 s peso de la muestra inlclal ¢ secal.
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2.4.3 Preparacién de las soluciones salinas

Disolver en agua destilada una cantidad adecuwada de sal
hasta sobresaturacidn a una temperatura mayor a la utilizada en
la incubacidén de las muestras para determinar curvas de sorci dn,
segun su solubilidad y revolviendo constantemente.

Tabla 1. Humedad relativa de solucicnes de sales saturadas

SALES ¥ HUMEDA ) RELATIVA (zB*2)
Licl 11.20
i T N 1 22.30
MpCla 92.596
K200 13.70
NaBr 56, B0
CoCla*Ha0 €3.04
MaNOw 73. 56
(19 | 82, 08
BaCla 39. 44
1<NO o 9z.82
1250, 97.12

2.4.73 Determinacién de proteina(7)

Se utilizd al matodo de Microkjeldahl para material
bioldgico.

Eeactivos;

- Solucion de ac. sulfarico: 2590 ml. de Acido sulfdarico
concentrade ¢ 98% ) mas 0 ml. de soclucldn saturada de sul fato de
cobre.

- Indicador A t Bolucidn azul de meblliono al 14
- Indicader B @ Solucidn saturada do vefs do melllenn en alcohol
etilico al W%,
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- Indicador C : 1,5 ml. de indicader Ay 12,5 ml. de indicador b,
- Sclucloén D t 25 ml. de solucisn saturada e acido bérice 7,37
(p/v) y 0,1 ml. de indicador .

La solucidn D es inestable, luego se prepara la necesaria
para cada andlisis.

Erocedimientd

-Digestitn: Se pesa ©O,1 g. de muestra seca y se pohe en un
recipiente de microkjeldahl de 100 ml. de capacidad., luegs se
adicionan 2 ml. de solucidén de Acido mulfurlco, | g. de sulfate
de potasio y se pone durante 4 horas a fuego lente., La solucidn
queda verde cristalino.

-Destilaci®ng Se efectia en el aparalo microk jeldahl. l.a sclucién
recibidora contenida en un matraz crlenmeyer do 359 ml. de
capacidad se ubica bajo el serpentin refrigerante, de modo que
la punta final del tubo refrigerante quede surergida en la
solucidn.

A la muestra digerida se adicionan 10 ml. de agua destilada,
se agita la mezcla y se vierte en el aparatc  de destilacidn.
Luegos se adicionan 1S a 20 ml. de hidrdaxido de scodio al 4074 (p/v)
y se comienza la destilacidn hasta que el volumen de solucitn
recibidora sea de 50 ml.

~Titulacidng La solucidn recibidora se titula con  Acido

clorhidrico cuya normalidad debe estar en el rangsz 0,01 -0,03N,
-Blapco: Para un set de andlisis, en los que se usan las mismas
soluciones indlcadoras, se hace uwn blanco donde se sigue el
mismo procedimiento, pero sin la muestra.

-Forcenta je de  pitrdgeng en  sdlidomy El cAdle-ulo del 72 de
nitrdgens en adlidos se hace en base o la wigulinte erouasidn g

2N = 14,008 (V-Yh)*N#100
mg. de muestra
donde

M
Y
Vb

normalidad del acido, moles/l
volumen de Acido gastado durante la titulacidn, ml.
volumen de acido usado durante la titulacisn del blanco,ml




3. Resultados

lLa fipura 1 muestra la iscterma de sorcidn de agua cbtenida
para la cosebta cruda, y de las figuras 2 a la 8 se presentan las
curvas de sorclién du aguna de la coseta en distintos estados de
dearadacidn para las <epas [.aureoviride 7-121 y T.reesei UC-4 .

En la figura 8 se presenta la verificacidn del crecimiento
microbiano a las distintas humedades relativas consideradas,para
la coseta inoculada con Ja copa T,reespi QH-3114.

Yde las tablas 2 a la 8 se Indican 1os resultados
chtenidos respecto  de las mocdelaciones matemdticams efecltuadas.
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Figura 2. Isclerma sorcidn coseta fermentada
Copas[yaureoylivide 7-124,

Tiempo fermentacidn: ©
Temperalturasz 20°C

Tiempo de incubacidn : 9 dias
lHumedad infcial mueastra 3 627
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Figura 3. Isoterma sorcidn coseta fermentada
Cepa:T,aurecviride 7121,
Tiempo fermentacisn: € dias
Temperatura: 20°C
Tiempo de incubacidn @ 9 dlas
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Figura . lsoterma sorcidn coseba fermentada
Cepa:[.auresviride 7-121,
Tiempo fermentacidn: 11 dias
Temprratura: 28°C
Tiempeo de incubacidn 3 9 dias
Humeddad inicial muestra ¢ 707

B S T o I




! 58 .
' ¢ ADsONCIoN
]
] A DESORCION
! ® 00
3 X
.Y
)
) : 250)
) .
y (4
<€
) O 200
) Y
\
) ‘
3
o 2 I5e
[ ]
) )
]
) v ‘u.
)
' a
< 50,
) A
i
! 2
) X 8
)
) % NUMEDAD KELATIVA
)
)

Figura 5. Isoterma sorcidn coseta fermentada
) CeparT.reesel 04,

FViempo fermentacidn:g O
femperatura: 26000

Tiempo de incubacidn ¢ 9 dias
thunedad fnlclal mucstra @ 617

~—

w o w wiwwww'w -




re o°

- e

L .
-v.-v«vvvvdvf

)
)
)
)
)
)
J
)
)
)
)
)
)
)
J)
)
)
)
)
¥
)
J

350

”. . AFUASY . CAR seon > =l 00
pr s ] H
e & e 3

<
—
&

HUMEDAD
o
[

}

@ ADSORCION
A DESORCION

¥ | ) { |
i) 1 W 1 70 10 9% 1
7 WIHEDAD RELATIVA
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Tahla 2. Hodelacidn matemdtica. Loseta agotada de remoclacha
) cruda.

t
) Ecuacian matematica
Hender son b ahin Iglesias — Chirife

! Isoterma {1952) 1372 1978 (1981)
) o 3
, . |
, Adsorcidn
)
) " 0,987 -1,079 2,169 7,731
) i 0, 08l -3z 1,652 1,001
)

Y r 0,950 L, 60 0,331 0,958
)
) Desoraidn
)
) X 0,921 -3,047 3,021 £, 546
' {3 0,057 <, 1,390/ 3,850
)
)
)
) ]
)
)
)
)
}
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Tabla 3. Mulelacidn malemdtica.l.au
Tiemp> de fermentacidn : O

Ecuaci én malemdlica

Hender son Euhn iylesias — Chirile
Isoterma 19320 (1972) (19760} 1381
1
_ Adsorcidn
)
|
x 0,032 -1,769 3,997 1,771
@ 0,111 9,759 1,050 10, 534
v 0,990 0,885 0, I8 O, 361
Desorcidn
x 0, 090 -5,393 4, OS5 PR
i3 0, O+ 14,577 1,414 16,309
r 0,360 0,963 0,968 0,962
. o
/
S o ‘
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) .
)
)
)
)
)
) Tabla 4. Mwlelacidn matematica. fawwegeylrioe /71388,
) Tioempo de foermenlacisn 8 6 dias.
)
) Ecuacisn matematica
)
) Hender son Euabhin Iulesias ~ vhirife
Isslerma (139520 CLI72) (1978) C1301)
) 5
) |
) i
Adsorci dn
) ) .
) x 0,772 -, 049 4, 14 2,067
) [t 0,121 1z, 192 0,829 13,042
) r 0,976 0,006 0, 981 0,017
L]
) N .
NDesorcidn
)
B 0,701 -8, 516 3,592 1, 568
K 0,086 3,601 1,601 13, 280
v 0,917 0,781 Q,3G0 0,301
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Tabla S5. Madelacidn matematica.l,. aur g

J . AUy oyl
i

Tiempo de flermentacidn 3 11 d

Hender aon Kuhn Iglesias — Uhivi fe -
fsoterma (1952} C1372) CLa7e) Ciaut
Adsaracidn

X 0,819 ~2,073 3,997 2,074

" 0,035 13,535 1,050 1, 450

v 0,971 0,832 0, 984 0,830
Desorcidn

B 0,714 -3,770 ‘4, 554 9,800

" 0,074 1O, 705 U, <1l 1<, 3

Y 0,965 0,985 0,968 0, 364
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; Tabla 6. Mxdelacidn malemalica. J.reesei UG-,

) Tiemp2> de fermentacidn : 0O

E-uwacisn matemdtica

Hender son uhn fglesias — Chirife

Isaterma 1952} (1372 €1'378) 1981
)
\ Adscr cidn
. x 0,825 -1,789 3,706 1,791
) £ 0,118 0,937 0,941 3,720
]

a r G.9958 0. 900 .93 .838

)

Descracidn

X 0,915 -, /0 3,158 5,775

! (] 0,047 12,410 L, 06 10, 926
}
' v 0, 904 0, L0 0,974 0,973
) —_
) j
)
)
)
)
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)
)
}
)
) Tabla 7. Modelacisn matemdtica. J,reesei UG-,
) Tiempo de fermentacidén t 10 dias.
)
) Ecuaci én matemdtica
)
) Hender son Kuhn Iglesias — Chirtfe
) Isaterma (1952 C1372) (1978 L1981
)
)
Adsorcidn

) )
)
) x 0,813 -2,039 3,750 2, 02
) il 0,111 9, 070 1,002 10,782
)

's 0,735 0.0 O, 90 0,901

Desarai dn

x 0,713 -8, 706

) 0, 085S 7,323

r 0,965 0,977

)




Tabla B. Modelacidn matematica. T, aurepyirvide UG-,
Tiempo de fermentacidn @ 1 dias.

Ecuacisn malematica

Hender son ubimn Ialeaias — Chirife
! Is>terma C1952) (1972) £1978) 13812
)
)
) 3 Adsorcidn
)
) x 0,829 —4, 196 1,135 1,931
)
) () 0, 104 3,238 3,69 1,369
r O, 996 0, 981 0,992 0. 81
Desorsidn
X 0,706 -7,935 4,010 7,58
B 0, 067 <+,z218 1,0%5) 7,617
r 0,951 0,937 0,953 0,937

@
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
»
Jd
J
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4. COHENTARIOS

- Isctermas tle agorci dnsg.

A partir de las curvas de isctermas cbhlenldas para la coseta
vruda y en distintos estados  dedgradatives aproviamos™ que la
capacidad de sorcién de agua de la coseta fermentada aumenta
respecto de la coseta cruda.

También ae ohserva durante el spgulmionto de una
fermentacisn, por ejemplo T.awreoyvlride 7-1&10 (Hguras 3,4,5 1,
que para las muestras tomadas en distintos estatlog fermentalivos
¢ tiempzx ©, 6 y 11 dias) los porcenlajes de humcedad alcanzados
son mayores para un mismo tiempo de Joncubacldn.

Lo anterlor indica que existe wn clare elects scobre la
capacidad de sorcidén de agua de la coucla debido al crecimiento
microbiane. Be chserva, que para una misma humedad, la actividad
de agua digminuye a medida que Lranscuvre o) tiempo  de
fermenlacidn, esto tendria su explicactdn en  qgue el agua se
redistribuye a medida gque va pasands ol Liempo incyrporandose en
el tejide celular, disminuyend: <on elle la disponibllidad de
agua, ademds esta disminucidn en ol agua tibre puede verse
aumentada a concecuencia del auments de la concentracidn de
solutos o el medio dado la necesidad gue  Lienen estos de
salvatarse.

- Verificacidn del crecimiento misrol)iopio:

En vcuanto a la verificacién del «crecimlento microbiano
tfigura 0», no ohstante las imper fec:ionea doe esta experiencia,
constatamss que a partlr  de wna actividad e agua de
aproximadamente 0,6 el crecimiento micrablano vomionza a ser
apreciahle, tenldéndose un comportamiconlo  simllar o 1o Lo for mado
en litoratuwra. En tanto que el vroecimients observado entre
actividades de agua de 0 a 0,6 , aabe piedde  deberne mds bien al
centenite de humedad iniclal de Ta mueslra nbiblziula,




- Hodelacidn matemdtizaz

En relaclién a las modelac)iones matemdllcas ofectuadas
(tablas 2 a la 8 ), observamas que on general  las isclermas de
sor-idsn ohtenidas son model adas mas satisfactorfamenle por las
ecuac tones de lendoerson (19522 y de lglesias y Chirile ©1978) de
acuerdo a las regresiones (r) obtenldas.
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En el informe de avance de Enero 1990 reportamos el aislamiento de la mutan-
te 7-121 de Trichodersa aureoviride que produce elevados niveles de celula -

sas y f,-glucosidm en cultivos sumergidos. La produccion de endoglucanasa
y actividad sobre papel filtro por esta cepa es comparable a la de T. reesei
QM 9414, mientras que la actividad celobiasa (p-glucosidasa) es notablemente
superior en la mutante 7-121. Se determiné el efecto de algunos paramsetros

de fermentacion como >H, fuente de Ritrdgeno y adicién de salvado de trigo
sobre la produccién de enzimas celuloliticas en matraces agitadc‘)‘s. cuyos re-

sultados se incluyeroa en el informse anterior.

En el periodo Enero-Septiembre 1990 se continué el estudio del efecto de di-

ferentes condiciones e cultivo sobre la produccién de celulasas por la mu-

tante, en matraces agitados y en un fermentador de laboratorio.




MATERIALES Y NETODOS.

, Produccién de celulasas en matraces agitados. Se cultivé la mutante en me-
; dio 1fquido de Mandels ( 1 ) en las condiciones descritas en el 5° Informe
v de Avance, excepto que diariamente se controld el pH mediante la adicién de
) NaOH de modo que no descendiera méis alli de 3,5.

' Fuentes de Carbono. Los sustratos celulésicos utilizados fueron los siguien
) tes: Sigmacell (type 50, Sigmsa), Solka Floc SW¥W 40, carboximetilcelulosa (ba
ja viscosidad, Sigma) y paja de trigo molida y tamizada. Estos compuestos
se agregaron al medio de cultivo a una concentracidn de 7,5 g/L excepto 1la
paja de trigo en que se utilizé 18,0 g/L. Se ensayé ademis diferentes pro-
porciones de una combinacién de Sigmacell y paja de trigo.

)
)

) Fuentes de Nitrdégeno. La fuente de Nitrogeno se agregd al medio a una con-
) centracién equivalente a 0,44 g de Nitrigeno por litro. Las concentraciones
) de los compuestos nitrogenados utilizadas fueron en g/L: urea, 0,94 ;
) (NH4)2$04, 2,07; NI-I4ID3. 1,26; NaNOa, 2,67 y licor de mafiz, 12,57. En 1los
) experimentos en que se ensaysé fuentes de Nitrdégeno combinadas, cada una de
) estas se utilizé a una concentracién de 0,44 g de Nitrégeno por litro.

)

Produccién de celulasas en un fermentador. Se cultivé T. aureoviride 7-121

en un fermentador New Brunswick de dos litros de capacidad con un volumen de
trabajo de 1,5 litros. El aire se introdujo a una velocidad de 0,1 a 0,2
VWM. El oxigeno disuelto se mantuvo sobre 20% de saturacién variando la ve-
locidad de agitacién entre 200 y 300 rpm. La espuma se controlé mediante la
adicién diaria de Antifoam A (Sigma) estéril. El pH se mantuvo en el nivel
o dentro del rango deseado mediante la adicidén automitica de NaOH O,5 N y
HC1 0,5 N a través de un controlador de pH New Brunswick. El medio de culti
vo consistid en 1,35 L de medio de sales de Mandels con 7,5 g/L de Sigmacell
como fuente de carbono. Este se inoculé con 150 mL de un cultivo miceliar

preparado en matraces agitados. En todos los experimentos se suplementdé el

(1) Mandels, M. and R.E. Andreotti (1978). Process Biochem. 13:6-13.

-
-




medio de cultivo del inéculo y del fermentador con 1 g/L de glucosa estéril.

Determinacién de eactividades enzimaticas, protefna soluble y proteina mice-

liar. La produccién de endoglucanasa actividad sobre papel filtro (FPA) ce-
, lobiasa ( P-glucosidasa). xilanasa y proteina soluble se cuantificé de acuer

, do a 108 métodos descritos en el 5° Informe. El crecimiento del hongo se es

, timé en funcién de proteina miceliar segin el método descrito en dicho infor
' u.

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
J)
)
)
)
)
)
J
)




RESULTADOS.

1. Produccion de celulasas por la mutante 7-121 en matraces.

En el Informe de Avance anterior, reportamos que el pH del cultivo era un

parametro que influia notablemente en 1la produccién de celulasas por 1la

mutante 7-121. Se determiné que valores de pH por debajo dg. 3,5 produ

cian una disminucién de todas las actividades celuloliticas, especialmen-

te de b-glucosidasa. Por este motivo, en el sstudio sobre el efecto de

i diferentes fuentes de Carbono y de Nitrégeno sobre la produccién de celu-

\ lasas por la cepa 7-121, el pH se controlé periédicamente de modo que no
bajara de 3,5.

Efecto de la Fuente de Carbono. Se investigé el efecto de la fuente de

Carbono sobre la produccién de enzimas en matraces agitados que contenian
el medio de sales descrito por Mandels y Andreotti adicionado de diferen-
tes sustratos celuldsicos. Como se aprecia en la Tabla 1, 1los mejores ren
dimientos de celulasas y p—glucosidasa se obtuvieron al utilizar Sigma -
cell como fuente de carbono. En el medio con Solka Floc la actividad so-
bre papel filtro fue similar pero las actividades endoglucanasa y p— glu
cosidasa fueron inferiores a las producidas en Sigmacell. Los cultives que
! contenfan carboximetilcelulosa mostraron poco crecimiento y la produccién
de enzimas fue baja. Cuando se usé paja de trigo como fuente de carbono
se alcanzaron actividades de alrededor de un 50% de aquellas obtenidas en
Sigmacell, pero la actividad xilanasa fue nueve veces superior. Sin em-
bargo hubo produccién de esta enzima, aunque baja, en los cultivos que con-
tenian sustratos celulésicos "puros”. Cuando se utilizé lactosa com fuen
te de carbono, el crecimiento fue muy pobre y no se detectd ninguna de

las actividades celuloliticas.

Al comparar las actividades especificas de las enzimas en los diferentes
medios, se observa que los valores mis altos de celulasa y f-glucosidasa

se obtuvieron en Sigaacell y los mejores valores de xilanasa en paja de

W e o wew'w -




trigo.

Efecto de la fuente de Nitrdgeno. Se realizaron cultivos con Sigmacell co

mo fuente de carbono, conteniendo diferentes fuentes de nitrdégeno tanto or
génicas como inorgénicas. Como se muestra en la Tabla 2, la mayor produc-—
cién de celulasas se obtuvo en el medio que contenia urea como fuente de
Nitrégeno. Sin eabargo, los cultivos que contenian licor de maiz mostra -
ron mejores actividades especificas de celulasas y ﬁ-glucosida;;. Tanto
en urea como en licor de maiz se obtuvo actividad xilanolitica apreciable.
Los rendimientos de todas las enzimas fueron bajos en los medios que conte

nian fuentes de nitrdgeno inorganicas.

Cabe mencionar que en los cultivos con licor de maiz y urea, el pH nunca
bajé de 4,5. Después de caer a este valor después de 48 a 72 hr, empezd a

subir progresivamente hasta llegar a valores cercanos a 6.

Produccién de celulasas en fuentes de Nitrdgeno combinadas. Se investigo

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

sobre la produccién de celulasas por T. aureoviride 7-121. Como fuente de
nitrégeno orgénica se:eligié urea debido a que como se observa en la Ta -
bla 2, se obtuvo los mejores rendimientos de todas las actividades celulo-
1iticas en especial de P-glucoaidasa la que alcanzd un valor de 11,1 U/mL.
AGn cuando en licor de mafiz también se obtuvo altos niveles enzimiticos,se
prefirié el uso de urea debido a que el licor de maiz tiene una composiciin
quimica variable y su intenso color oscuro dificulta en parte la determina

cién colorimétrica de actividades celuloliticas y proteinas.

Los resultados se observan en la Tabla 3. Al cultivar la mutante 7-121 en
una combinacién de urea y nitrato de sodio, se alcanzaron los més altos ni
veles de todas las actividades enzimaticas y de proteina extracelular: en-

doglucanasa 58.9 U/mL; FPA 1,17 U/mL; celobiasa 8,63 U/mL; xilanasa 15,60

U/mL y proteina soluble 1,37 mg/mL.




Efecto del uso combinado de Sigmacell y Paja de Trigo. Como se discutid

mas arriba, los mejores rendimientos enzimiticos se obtuvieron al culti-
var T. aureoviride 7-121 en Sigmacell como fuente de carbono con la ex-
cepcion de xilanasa cuya produccién 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 se cultivé la mutante 7-121 en matraces agita-
dos en diferentes proporciones de Sigmacell y paja de trigo. *-Como fuen-

te de Nitrégeno se utilizé 0,94 g/L de urea y 2,67 g/L de NaNO_ que dié

los mejores rendimientos enzimiaticos como se describid anterioimente.
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
unica fuente de carbono. Al combinar Sigmacell con paja de trigo la pro
duccion de enzimas celuloliticas disminuye notablemente. Esta disminu -
cién es mayor a medida que aumenta la proporcion de paja de trigo cores
pecto a la de Sigmacell. Contrario a lo esperado, la inclusién de paja
de trigo en el medio, no result6 en un aumento de la actividad xilanasa.
Por consiguiente el medio de cultivo mfis adecuado para la produccién de
celulasas en matraces agitados es el medio de scles de Mandels en el que
la fuente de nitrégeno se sustituye por 0,94 g/L de urea y 2,67 g/L de
NaNO, y la fuerte de carbono es 7,5 g/L de Sigmacell.

Produccién 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 inicid
el estudio de la produccidén de celulasas por la mutante 7-121-en un fer-
mentador de laboratorio. Con el objeto de estudiar el efecto del pH so-
bre la produccidén de celulasas, e 1  “:. . hongo en un fermentador de
2 litros en medio de Mandels con 7 ., ° ‘. .:eclulosa. Cada 24 horas se
tomé una muestra y se le ensayd uctividades celulolfticas y proteinas.

En primer lugar se permitié que el pH fluctuara libremente durante la fer
mentacién, En la Figura 1 se observa que 2l perfil de pH obtenido es se-

mejante a aquel observado en matraces, en el que el pH baja a alrededor
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de 3,5 y a medida que avanza la fermentacidn, aumenta levemente hasta al
canzar un valor de 4,1. Luego se realizaron una serie de fermentaciones
en las que el pH se fij6 en valores de 4,5, 5,0 y 5,5, manteniéndose es-

tos valores mediante la adicién automitica de NaOH o HCl.

Las actividades de FPA, endoglucanasa, celobiasa y xilanasa obtenidas en
filtrados crudos de estas fermentaciones se muestran en las figuras 2, 3

4 y 5 respectivamente.

Se observa que al mantener el pH fijo en 4,5 se logran los mejores nive-
les de endoglucanasa FPA y xilanasa. La actividad celobiasa sin embargo
alcanza su valor mas alto en la fermentacién a pH 5,0. Cabe destacar que
los valores maximos de actividades enzimaticas se alcanzan ya al tercer

o cuarto dfa de fermentacién.

Se realizé 1 ego una fermentacién en que sblo se fijé el pH minimo en un
valor 4,5 y luego se le permitid subir libremente. El objetivo de este
experimento fue in;entar conciliar la diferencia de comportamiento de las
actividades enzimiticas frente al pH. Los resultados se muestran en las
figuras 2 a 5. Se puede observar que en esta fermentacidn se logran los
rendimientos de todas las enzimas més altos que aquellos obtenidos en las
fermentaciones a pH fijo. Las actividades enzimiticas alcanzadas al cuar
to dfa de fermentacién fueron de: FPA, 1,0 U/mL; endoglucanasa, 43,0 U/aL;
celobiasa, 6,3 U/mL y xilanasa, 14,0 U/mL. La produccién de proteina so
luble también logra su valor mds alto en esta fermentacién, 1,1 mg/mL,
(Fig. 6).

Estos resultados indican que para lograr altos rendimientos enzimétizos,
seria necesaria una caida de pH hasta 4,5 en los primeros tiempos de fer

mentacién y luego permitir que el pH suba nuevam'nte.

A la fecha de este informe se encuentra en curso una fermentacién que cam
bina los resultados obtenidos en matraces con aquellos obtenidos en el

fermentador. Es decir, se estudiard la produccidén de celulasas y xilana
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sas por T. aureoviride 7-121 en medio 1iquido con Sigmacell como fuente
de Carbono y la combinacién urea y nitrato de sodio como fuente de Ni-
trégeno. Se controlaré el pH minimo de fermentaci6n de mode que no des
cienda més allé de 4,5 y luego se permitird que suba libremente. A con
tinuacién se iniciar& el estudio del efecto de la concentracién de celu
losa sobre la produccién de celulasas. En estos experimentos se aumen—
taré la concentracién de celulosa manteniendo el pH en las condiciones

descritas y escalando los componentes del medio de cultivo proporcional
mente. De esta forma se espera lograr un aumento aiin mayor en la pro -

duccién de celulasas y xilanasa por T. aureoviride 7-121.




agitados en diferentes fuentes de carbono.
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TABLA 1. Produccién de celulasas extracelulares por T. aureoviride 7-121 en matraces

Fuente de Carbono Proteina Endoglucanasa FPA Celobiasa Xilanasa
(mg m~) (1u m2) (1u m"Y) (1 m~3) (1u m~?)
Sigmacell %03 52,0 (50,5) 0,69 (0,687) 4,33 (4,20) 1,20 (1,16)
‘Solka Floc 1,35 35,7 (26,4) 0,63 (0,47) 2,65 (1,96) 1,90 (1,41)
Carboximetilcelulasa 0,27 3,3 (12,2) 0,07 (0,26) 0,40 (1,48) 1,48 (5,48)
Paja de trigo 1,14 14,8 (13,0) 0,38 (0,33) 2,08 (1,82) 10,90 (9,586)

c{fican expresadas como UI/mg de proteina.

Mandels con 1,4 g/L (NH4)2804 y 0,3 g/L de urea como fuente de Nitrégeno.

Actividades enzimiticas determinadas en filtrados, crudos a los 8 dias de cultivo en medio l{quido de
Las fuentes de Canbono se
utilizaron a una concentracién de 7,5 g/L con la excepcién de la paja de trigo en que se usé 18,0 g/L

{equivalente a 7,5 g/L de celulosa). Las figuras en paréntesis corresponden a las actividades espe-
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TABLA 2. Produccién de celulasas extracelulares por T. aureoviride 7-121 en matraces
agitados en diferentes fuentes de Nitrégeno.

Fuente de Nitrégeno Proteina Endoglucanasa FPA Celobiasa Xilanase
(mg m171) (v m™Y) (v m™Y) (v m"Y) (v m"Y)

N (NH,), SO, + Urea 1,03 52,0 (50,5) Q,69 (0,67) 4,33 (4,20) 1,20 (1,16)
* (NH), SO, 1,39 31,2 (22,4) 0,81 (0,%8) 1,36 (0,98) 1,50 (1,08)
NH, NO, 0,89 18,4 (20,7) 0,41 (0,46) 0,69 (0,77) 0,43 (0,48)
Na NO, _ 0,30 5,1.(16,7) 0,09 (0,30) 0,09 (0,30) 0,23 (0,76)
Licor de Mafiz 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)

Actividades enziméticas determinadas en filtrados crudos a los 8 di{as de cultivo en medioc l{quido de
Nandels con 7,5 g/L de Sigmacell como fuente de Carbono. Las fuentes de Nitrégeno se utilizaron a
una concentracién final de 0,44 g de Nitrégeno/L. Las figuras entre paréntesis corresponden a las

actividadea especificas expresadas como IU/mg de proteina.




TABLA 3. Produccién de celulasas por T. aureoviride 7-121 en matraces esgitados en

diferentes combinaciones de fuentes de Nitrégeno.

Fuentes de Nitrégeno Proteina Endoglucanasa FPA Celobiasa Xilsnasa
mg/mL U/mL U/mlL u/mL U/mL
. -Urea + (NH4)2SO4 0,64 39,9 (62,3) 0,63 (0,98) 1,70 (2,65) 3,67 (5,73)
Urea + NHdNO3 1,29 53,8 (41,7) 1,02 (0,79) 8,70 (6,74) 20,25 (15,70)
Urea + NaNO 1,37 58,9 (43,0) 1,17 (0,8%5) 8,63 (6,30) 15,680 (11,38)

3

sctividades enziméticas determinadas en tiltradbs crudos & los 10 dias de cultivo.en medio lf{quido de
Nandels con 7,5 g/L de Sigmacell como fuente des Carbono. QQda compuesto nitrogenado se utilizé a una
concentracidn equivalente a 0,44 g de Nitrégeno por litro. Las cifras entre parentesis representan

las actividades especificas expresadas como Ul/mg de protefina.



TABLA 4,

con Sigmacell y paja de trigo .como fuentes de carbono.

Produccién de celulasas por T. aureoviride 7-121 en matraces agitados

Fuentes de Carbono Proteina Endoglucanasa FPA Celobiasa Xilanasa
mg/mL U/mL U/mL U/mL U/mL
Sigmacell (SC) 1,37 $8,9 (43,0) 1,17 (0,85) 8,63 (6,30) 15,60 (11,38)
‘PaJa de Trigo (PT) 0,7 14,0 (19,7) 0,52 (0,73) 2,13 (3,00) 12,54 (17,66)
SC/PT  3:1 . 0,96 39,3 (40,9) 1,10 (1,15) 2,00 (2,08) 6,43 (6,69)
SC/PT 1:1 0,79 26,8 (33,9) 0,90 (1,14) 2,10 (2,66) 12,54 (15,87)
SC/PT  1:3 0,72 24,0 (33,3) 1,68 (2,33) 14,90 (20,69)

0,43 (0,60)

Actividades enzimiéticas determinadas en filtrados crudos a los 8 dfas de cultivo en 0,94 g/L urea y

NlNO3 como fuentes de Nitrégeno,

expresadas como Ul/mg de proteina.

Las cifras entreparéntesis representan las actividades especificas
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Figura 1.

Pigura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

LEYENDAS DE LAS FIGURAS

P

Perfil de pH producido al cultivar T. aureoviride 7-121 en un fer
mentador de 2 litros en medio liquido de Mandels con 7,5 g/L de

celulosa microcristalina.

Efecto del control de pH sobre la produccién de FPA por T. aureo-
viride 7-121 en el fermentador.

Efecto del control de pH gsobre la produccién de endoéiucanasa;nr

T. aureoviride 7-121 en el fermentador.

Efecto del control de pH sobre la produccidn de celobiasa por T.

aureoviride 7-121 en el fermentador.

Efecto del control de pH sobre la produccidn de xilanasa por T.

aureoviride 7-121 en el fermentador.

Efecto del control de pH sobre la produccién de proteina soluble

por T. aureoviride 7-121 en el fermentador.
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FIGURA 1

PERFIL DE pH

EN EL FERMENTADOR
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___FIGURA 2

EFECTO DEL pH
ACTIVIDAD PAPEL FILTRO
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EFECTO DEL pH
ACTIVIDAD ENDOGLUCANSA
50 (_Ullml)

© k minimo 4.5

J
10
DIA
—=~ Sin control pHr' +  pH 5.0 <% ol 6.6 — miimo pit 4.5

- pH 4.6

= I




FIGURA &

EFECTO DEL pH
ACTIVIDAD CELOBIASA
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FIGURA §
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FIGURA 6

EFECTO DEL pH

PROTEINAS SOLUBLES
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Parte de los resultados de este trabajo forman parte de tres tesis de pregra

do efectuadas en nuestro laboratorio. Estas son:

1. "Efecto de algunos parémetros de fermentacién sobre la produccion de celu

lasas por Trichoderma aureoviride".

Tesis de grado para optar al titulo de Ingeniero en Alimentos.
José Antonio Gonzdlez. (1989).

2. "Optimizacién de las condiciones de cultivo para la produccién de celula-

sas por una cepa mutante de Trichoderama aureoviride'.

Tesis de grado para optar al titulo de Ingeniero en Alimentos.
Alfredo Ifiiguez. (en curso).

3. "Mejoramiento genético del hongo celulolftico Trichoderma aureoviride: op

timizacién de la produccién de celulasas".
Tesis de grado para optar al titulo de Bioquimico.

Ivan Niechi. (en curso).

Ademés ha sido enviado para su publicacién el manuscrito "Isolation and pro-

perties of a mutant of Trichoderma aureoviride with enhanced cellulase and

p-glucosidase production” Jde los autores Mercedes Zaldivar e Inés Contreras.

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

siguientes trabajos:

1. "Produccién de celulasas por Trichoderma aureoviride 7-121 en diferentes
fuentes de Carbono y Nitrégeno”. (Cellulase production by T. aureoviri-

de on different carbon and nitrogen sources).

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

2. "Efecto del pH y concentracién de sustrato sobre la produccién de celula

sas Trichoderma aureoviride". (Effect of pH and subtrate concentration

on cellulase productior by Trichoderma aureoviride).
M. Zaldivar, J.A. Gonzélez, J.M. Romero, 1. Contreras.
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ACTIVIDAD E.
IMPLEMENTACION DE SISTEMAS AUXILIARES DEL FERMENTADOR PROTOTIPO

Se procedid a implementar 1los sistemas auxiliares del
fermentador y los respectivos sensores (temperatura, humedad del
aire, actividad del agua)d.

En el Buinto Informe de Avance se describié el
fermentador prototipo el cual peraite una operacidn tanto
dinadmica como estAtica. Este consiste en un cuerpo cilindrico de
1 metro de didmetro y 65 centimetros de altura. En parte-inferior
de este cilindro se aloja una bandeja de malla que soporta el
material, cuya altura mdxima es de 58 centimetros.

El] fermentador cuerta con un sistema de agitacién
compuesto de un motoreductor de 1 Hp y 31,5 rpm Jde salida, un
sistema de reduccidén que permite trabajar con velocidades de
rotacidn de bhasta 1 rpm, un sistema de transmisidn y un
mezclador. Estos dos Gltimos elementos estan siendo sometidos a
modificaciones segin se detalla en el punto 5 de este inforae,

lLa aireacién opera por el fondo del equipo, forzandose
el aire a través del lecho de sélido. El aire se obtiene de una
linea de servicio del Laboratorio de Procesos de la Escuela de
Ingenieria Bioquimica, donde se bha instalado este sistema de
fermentacién. Esta linea de dire es alimentada por un compresor
INGERSOLL-RAND de 3 Hp, autolubricado, el cual puede proveer en
forma continua 300 lpm de aire.

El diseRo de este fermentador se realizd hasta un nivel
de ingenieria de detalle y posteriormente la construccidn fué
encomendada al Departamento de Ingenieria Mecdnica de 1la
Universidad Catélica de Valparaiso. La construccién se hizo
integramente en acern inoxidable AISI 304 de 2 mm de espesor.

En todo sistema de fermentacién de sustratos sélidos se
distinguen dos partes claramente diferenciadas : compartimiento
de fermentacién, detallado en informes anteriores, y el sistema
de acondicionamiento de airve.

tLa importancia del sistema de acondicicnamiento de aire
radica en que en practicamente todos los procesos de fermentacidn
en sustratos sélidos, la acumulacién de calor metabdédlico
constituye un problema bastante grave. Esta problematica varia
mucho dependiendo del sustrato base con que se va a trabajar. Se
ha demscstrado que el mecanisms que controla la transferencia de
calor en estos procesos es principalmente de caracter convectivo,
por 1o que es preciso recurrir a este tipo de métodos para
controlar ¢ eliminar el calor metabdlico y asi evitar gradientes
importantes de temperatura en el lecho de fermentacidn.
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El sistema que se plantea como acondicionador de aire
permitiria el control de la Temperatura y de la Humedad relativa
del aire a la entrada del fermentador. Este consiste basicamente
de una columna de humidificacidn y un calentador de aire
dispuestos como se muestra en la figura E.1. La figura E.2
muestra un diagrama isométrico del sistema. El agua gque se
recivcula a la columna de humidificacién proviene de un bano
termostatico que mantiene una condicidn de temperatura para
saturar el airvre a una temperatura tal que al ser calentadc se le
otorge una Humedad relativa adecuada para la condicidn de Humedad
del sustrato (actividad de agua), o a una temperatura de bulbo
hdamedo adevuada para llevar al sistema a la temperatura dptima de
fermentacién, cuando por liberacién de calor metabélico haya
aumsentado la temperatura en el lecho de fermentacidn.

La columna de humidificacién tiene 8.15 c¢cm de diadmetro
y 1 mde altura y fué calculada para saturar 129 lpm de aire. El
bafoc termostadtico tiene un volumen Gtil de 65 litros, el elemento
calefactor es una resistencia eléctrica de 1200 Watts la cual es
accionada por un controlador proporcional. El calentador de aire
consiste en una cdmara donde estid ubicada una fuente de energia
radiante la cual es accionada en forma manual a través de un
reostato. Se dispone ademds de un sensor de Humedad relativa el
cual ha sido ubicado en la entrada de aire al compartimiento de
fermentacidn. Este sensor es de marca NOVASINA y tiene una
presicion de 8.1 7 en la medicién. Los sensores de temperatura en
el lecho de fermentacidn son termocuplas del tipo K.

Hoy en dia se encuentra en evaluacién el sistema
planteado realizdndose pruebas de :-ontrol manual de las distintas
condiciones, para postericormente poder disefar un algoritme de
control automAtico de las distintas variables involucradas. Para
esto se tiene considerada la adquisicidén de un computador y una
inter fase las que seran adquiridas con los fondos que restan de
este afo y con fondos destinados al tercer afo de ejecucidén,

En el marco de este proyecto tambien se diseraron y
costruyeron dos fermentadores de sustratos sélidos de nivel
laboratorio, para la actividad veferida a la produccidn de
ligninasa, esto fué informado en el Ouintoc Informe de Avance. A
continuacisén se entregan detalles del disefro de dichos equipos.
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1,- Coluwna de hunidifis~cidn 10.- Sensor de tcmmeratura.
2.- Interzam™isfor de c-lor 11.~ Comnrenor de ~ire.
.- Bofio =érmico. 12. - Rotémetro de aire.
) 4,- Reac-or niloto 13.- legulesdor de presiodn
.~ Leck> sdlido 14.~ Rotadmetiro de »gua.
6.~ Aspersores. 15.- Bomba neristaltica.
7.- Sist:s de doleas rerul-doras 16.- Filtro co»lescedor.
de velocic=d, 17.- Gefial de -juste del set-
8.- riltro de =ire. point de temperatura-.
9.~ Scnscr de humed~d rel-tiva, 18, - Controlador de temperatura.
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Detalle de las partes de 1» f:7ura E-2

1.- Suministro de =ire.
2.- Baio térmico.
3.~ Columna de humiditic-cidn.
4, - Intercambiador de c=lor.
.- Bomb» imoulsora de =gu-= del
6.- Bomba recirculadora de »gua
fio térmico.
.~ Filtro de »=ire.
8.- Entrada de sanitizante.
9.~ Regulador de presidn.
10.- Filtro coalescedor.
11. - Rotémetro de =ire.

12.- Rotametro de agu-=.

bafio térmico hacia l» columna.

desde 1a columna hacia 21 ba-

13,.~ Salida del 2ire acondicionado.
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DISENG Y CONSTRUCCION DE FERMENT ADORES SOLIDGS

8) Fermentador solido estatico.

Este es un fermentador de vidrio de un volumen de 2,5 1, el cual esta
aislade térmicamente con una camisa de 1ana de vidrie, de | cm de espescr. La
temperatura dentro del fermentador se mide a Lraves de termocuplas situadas
en distintos puntos del lecho de sustrato. La entrada de aire humedo es por el
fondo del fermentador.

b) Fermentador tipo tembor rotatorio.

Este es un fermentador cilindrico de acero inoxidable de u: volumen de 15
1, el cual rota gracias a la fuerza motriz proporcionada 8 traves de una polea
de trensmision desde un motor, la agitacion es de | rpm. Posee una tapa a la
cual se le ha implementado una manga de polielileno que permite tomar
muestroas en forme estéril. La temperatura se mide por medio de termocuplas
situadas en distintos puntos del fermentador. El flujo de sire se distribuye en
el interior del fermentador, 8 trevés de un eje central que posee diversos
tubos cuyos extremos poseen una membrana porosa. De esta forma se logra que
el aire se distribuye mejor en el interior cel fermentador.

Para smbos fermentadores, 1a temperatura y la humedad relativa del sire,
se logro por medic de un sistema de scondicionamiento de oire, el cuel
consiste en:

a) Columna de Adsorcion de Humedad

. b) Camera de Calentamiento

¢) Columna de Humidificacidn

Columno de adsorcion de humedad.

Esta es une columne rellena con silica gel, la cual hace disminur la
kumedad relative del sire inicial hasta un 40% y humedad absoluts a 0005 g
H20/g aire seco. Se disensron dos columnas pers ser utilizades en forma
alternative mientras una de ellas se esté regenerando. Las dimensiones de
cade uno de estas columnas es:
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Columna I:
Largo: 061 m
Diametro: 0.05 m
Masa silice: 838.2 g
Tiempo saturacion: 9 horas

Columna 2:
Largo: 0.61 m
Didmetro: 0.064 m
Masa silica: 1376.3 g
Tiempo saturecion: ISk

Camers de Calentamiento.

Esta es una cmara de acrilico que posee dos ampolletas que
permiten colentor el aire, que proviene de la columna de adsorcion a
temperatura ombiente, hasta 572C que es la temperotlura de enlrada a la
columna de humidificacion.

Le camera tiene 1a forma de un cilindro de 20 cm de diémetro
§ 40 cm de largo. En cada uno de sus extremos posee tapas en las cuales estan
ubicadas las ampolletas. Una de las ampolletas esta conectada 8 un Variac y
permite calentar el aire a unos 22C bajo la temperatura deseada, la otra
empolleta estd conectads a un sistema de control gue actua para llevar la
temperstura ol valor deseado (572C). En el centro del cilindro estan ubicadas
en forme horizontal pequefias aletes que perr ten agiter (y por lo tento
homogenizar 1a temperatura) el aire que pasa a traves de I8 camere.

Columna de Humidif i.cdcién.

Esta columna estéd empacada con anillos Raschig y opera en
contracorriente, tiene un aspesor de agua por el tope y la entrada de sire por
el fondo. El disefio se basd en el principio de humidificecion-enfrieomiento de
ges, en el cuel el liquido entre a la columns e la temperatura de saturacion
adidbatice del gas entrante.. En un sistema de este lipo, 1 temperatura de)
liquido totel cae y se mantiene 8 la temperatura de saturacidn adisbatice. El
fjos se enfria y humidifica, siguiendo la trayectoria de 18 curva de seturacion
tv"'«bétice sobre la carts psicrometrice, curve que pasa 8 través de las
« -.«diciones de gas entrante.

Lo tempersturo de entrade del aire es 57¢C y es enfriado
heste 252C (temperoturs de entrade ol fermentador). Lo temperature de
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saturacion adiabatica es 24°C, por 1o tanto el agus entra a 18 columna a esta
temperstura. Lo humedad relative del aire de salido es 90% y la humeded
absoluta es 0.018 g agua/g aire seco.

La altura de la columna se calculd a parlir de la siguiente
ecuacion:

Hyg=2_ (Ecuacion 1)
Mg

donde:

Nyg : Numero de unidedes de transferencie Je la fase gaseosa.
Hyg : Altura correspondiente de una unidad de transferencia.
Z : Altura total de la columna.

Ademés se tiene que;

Ng= _dY (Ecuacion 2)
Yas - ¥

donde:

Y1 : Humedad absoluta del aire de entrada.

Y2 : Humedad absoluta del aire de salida.

Y :Humedad absoluta del aire a lo large de 1a columna.

Yas: Humedad absoluta de saturacion adiebatica del aire de entrads, que es
constente.

Hyg = 165_29_0-5 (0/12)1.24 (2/10)1/3  (Ecuacidn 3)
LV

Scg = __y (Ecuacion 4)
Pg Ny

donde:

'} : Constonte que depende del porcentaje de inuncacion de 1a columne,
120.

D :Diametro de ls columne.

Z : Alturs total de la columne.

L :Velocided masica por unicad de ares del agua.
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Scg : Numero de Schinidt para el aire.
pg : Viscosidad del aire, 0.0195 (i s/m2)
ps : Densidad del aire, 1.095 103 (kg/m’)
Dg: Difusivided del aire, 3.106 15 % (m2/s)

E! fujo de aire que entra a la columna es de 7000 mi/min, medido
por medio de un rotdmetro. Se considerd una velocided del aire 8 traves de la
columna de 0.2 m/s, por lo tonto el diametro de la columna resuité ser 2.7 cm.
El flujo de agua que es alimentoeda 8 la columna se estipulé igual a 1.5 mt/min.
Reemplazando 1cs valores correspondientes en la ecuacion 3 y 4, se obtiene:

Hig = 0.26325 21/3 (Ecuacion 5)

El volor de Nig se obtuvo mediante integracion numerica de la
ecuacidn 2, resultondo igual 8 2.29. Reemplazando el valor de Ny y la ecuacion
S, en 1o ecuacion 1 y despejando Z, se obtiene:

2=142cm

La columna esta rellena con enillos Raschig de 0.4 cm de
diadmetro.

El contro) de la humedad relativa del gire que entra 8l
fermentador se realize o traves de 1o medicion de lo temperaturo de bulbo
seco Y humedo del aire que sale del fermentador.

Todo e' sistema desde la camera de calentamientamiento
(columna de humidificacion, mangueras, etc.) ha sido aislado.

El aguo que entra o s columna de humidificacion provies.e de un
recipiente, sisiodo térmicomente por una cemise de land de vidrio, que se
mantiene 8 242C por medio de un termostato y es alimentada a la columna 8
través de une bomba perislaltics.

El aire que es alimentado 8 todo e! sistema proviene de un
compresor de marca Schultz de 1/2 Hp.

El sistema de ocondicionamiento de oaire se muestra en la
siguiente figure:
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ACTIVIDAD F.
PRUEBA DE OPERACION DEL FERMENTADOR PROTOTIPO

Se analizd el comportamiento del sistema de agitacidn
con CAR con una humedad de 65 Z y de una granulometria de 7-12
mesh, observandose deficiencias en el nivel de mezclado debido a
las caracteristicas reolégicas del material hamedo, el cual
adquiere un alto grado de compresibilidad por lo cual en vez de
fluir se acumula sobre o0 contra las aspas del agitador,
provocando un arrastre de la masa hasta un momento en que el roce
generado por el movimiento de la masa es mayor que el roce de las
poleas de transmicidn, con 1o cual éscas pierden traccidn,

En cuanto al sistema de acondicionamiento de aire, se
presentaron problemas en la operacidn de la columna de
humidificacién cuando se intefitd saturar aire a una alta presion -
de operacidn, debido a que la bomba de recirculacidn de agua no
tiene la suficiente presién de descarga.

ACTIVIDAD G
MODIFICACIONES AL DISERO

Se implementaran las modificaciones al disefo vy
operacidén del fe-mentador prototipo conforme a 1la informacidn
obtenida en en punto anterior. Se plantea una modificacién en el
disefo del mezclador, la cual se muestra en la figura 6G.1 . Esta
nueva configuracidén ya ha sido probada con una pieza provisoria
fabricada con lLatén, habiendo dado buenos resultados en cuanto
al patrén de mezclamiento, por lo que en estos momentos se estd
cotizando la modificacidn definitiva que incluird ademas un
cambic en todo el sistema de transmisidén, el cual se cambiarad por
un sistema de transmisidn con cadenas.

Un estudio recientes de las isotermas de sorcién de
CAR, reportadas en el punto C de este informe, nos permiten
anticipar que el sistema de agitacién praesentarad menos problemas
que los observados inicialmente ( Actividad F), ya que seria
posible trabajar a niveles de humedad menor ¥y actividad de agua
gatisfactorios para el desarr.sllo del hongo.

En cuanto al sistema de acondicionamientco de aire se
han planteadn en prin:cipio las siguientes modificacicnes ¢
Cambiar la bomba de recirculacién (centrifuga), por una de
despl azamientn positivo que permita tener la seguridad de la
mantencién de un flujo constante dentro del ranqo de presiones de
operacién considerado, Instalar un by-pass a la columna de
humidificacidén de tal forma de poder alimentar a la camara de
farmentacidn aire caliente seco y por 1o tanto dar mayor
varsatilidad al sistema para estudiar la adecuada estratégia de
control.
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Figura G.l : Propuesta de modificacién al mezclador.
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ACTIVIDAD 1
ESTADIA DE INVEST5ACION

La estadia de investigacién se realizé en la Planta
Piloto de Fermentaciones del Departamento de Biotecnologia,
Divisién de Ciencias Biolégicas y de 1la Salud, Universidad
Autdnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, Mexico D.F., bajo la
direccién del Prof. Mariano Gutierrez Rojas, entre el 27 de Abril
y el 1* de Junio de 1990, posteriormente se realizé en el misao
lugar una estadia corta entre el 24 de Julio y el 3 de Agosto. El
Depto. de Biotecnologia cuenta con 16 1laboratorios y 4 plantas
piloto, la planta piloto de fermentaciones dependiente del Area
de Microbiologia, cuenta con equipamiento y servicios adecuados
para el desarrollc de cualquier proceso de fermentacidén en
sustrato sélido. Entre otros equipos se destacan cuatro
fermentadores de sustratos sélidos de distintas configuraciones y
con capacidad para procesar entre 18 y 25 Kg de material seco,
microfermentador para cultivos sumergidos (5 a 14 1), equipo
computarizado de captura de serales analdgico-digitales, equipo
digital de contrcl automatico, una prensa hidraulica para la
recuperacidn de productos .

El trabajo desarrollado consistié en la evaluacién de
un  nuevo sistema de acondicionamiento del aire para los
requerimientos de una fermentacién en sustratos sélidos. Dicho
sistema consiste en una camara que contiene agua caliente en la
cual el aire puede ser calentado haciendolc pasar a través de un
serpentin , bhumidificado por burbujeo dentro de la cdmara, o
precalentado y humidificado. Un diagrama de este sistema se
muestra en la figura [.1. El sistema se evalud utilizando una
columna de 1,4 m de altura y 28 cm de diametro internc, empacada
con bagazo de cara pretratado y enriquecido en sales, sobre el
cual se inoculé Asperqillus njiaer y se midieron los gradientes de
temperatura generados durante la fermentacidn, a la vez que se
probaban distintas condiciones de Humedad y temperatura en el
aire de entrada. A través de estas experiencias se logréd
establecer que la temperatura de bulbo haimedo del aire a la
entrada de 1la columna era la variable mas adecuada para poder
mantener un buen contrcal de la temperatura a todo lo largo de la
columna.,

En forma paralela se conocieron los distintos
procedimientos exper imentales desarrollados o implementados en
dicho laboratorio para medir las cinéticas de crecimiento
microbiano y generacidn do productos durante la fermentacidn.

8in lugar a dudas la experiencia adquirida en esta
estadia conllavara a un mayor desarrollo de las actividades del
proyecto involucradas en la produccidn de enzimas por
fermentacidn en sustratos sélidos. El laboratorio seleccionado
para la estadia puede considerarse sin duda como el mejor
equipado y con el grupo humano mejor capacitado en América Latina
para el desarrollco de la FSS,
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Figura I.1 : Sistema experimental de acondicionamiento de
aire para fermentacién en sustratos sélidos.
Columna de
fermentacién.
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