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A. PRESENTACION

El presente informe, octave y sequndo correspondiente al tercer anc
de ejecucién del proyecto, contiene la informacidén relativa al
desarvrcolloe de las actividades correspondientes a los Gltimos seis
meses de este tercer afo, de acuerdo al plan de trabaje
compromet ido en el documento Términos de Referencia.

Con ello se da por concluida la participacidén de instituciones
chilenas en el proyecte, cuya tarea fue la de desarrollar la
tecnologia a nivel laboratorio y pilote para enriquecimiento
proteice y produccién de celulasas mediante fermentacidén en
sustrato sélido de residuos celuldsicos nacionales.

€l trabajo desarrollado se encuentra reportado en los ocho informes
de avance cuyo contenido en forma resumida es el siguiente:

Informe N° 1 : Se analizé la disponibilidad nacicnal de residuos
lignocelulésicos, concluyendo luego de la evaluacién de una gran
cantidad de informacién disponible, que los materiales que ofrecian
mejores perspectivas para ser empleados en el proyecto eran la
coseta agotada de remolacha (CAR) y el aserrin de pino (AP).

Informe N® 2 : Se informé acerca del montaje de todas las técnicas
analiticas a emplear en el proyecto y se entregé el disefo complet
del fermentador prototipo a ser construideo en el marco del
proyecto.

Informes N* 3 y 4 : Se informé de los resultados obtenidos en el
pretratamiento de los materiales lignoceluldsicos seleccionados
previamente. Se realizé un completo estudio de explosién térmica
con y sin S02 de AP y de hidrélisis Acida de CAR, seleccionadndose
en ambos casos las condiciones mds adecuadas de procesc en términos
del incremento de la degradabilidad enzimAtica in-vitro (DEIV) y de
remocién selectiva de hemicelulosa en el caso de CAR.

Adicionalmente se estudié el efecto del pretratamiento biolégico

del AP, mediante la accién de 1ligninasas de Phanerochaete

chrysosporium.

Informe N®* 5 : Se informé acerca de los resultados obtenidos en el

mejoramiento genético de una cepa nativa de Trichoderma

aureoviride, mediante mutacidén y seleccidn en base a la capacidad
de socbreproduccidén de celulasa.

Se dié cuenta de la construccid4n y puesta en operacidn de una
unidad de fermentadores de rcolumna para la realizacién de las

experiencias de fermentacién en sustrato sélido (FSS) a nivel de
laboratorio,

Se realizaron las primeras experiencias de FSS con las cepas de




J.aurecoviride y 1la cepa de referencia JT.reesej GM 3414,
obteniéndose los mejores resultados con las cepas de T.auregviride.
Se di¢ cuenta también de la implementacién de 1los sistemas
auxiliares y sensores del fermentador prototipe encontrandose el
fermentador disefRado para una capacidad maxima de 50 kilos ya
construido.

Informe N* 6 : Se entregé los resultados completos de las
experiencias de FSS con CAR cruda a nivel de laboratorio con las
cepas de T.aureoviride, salvaje y mutante y las cepas de J,reesei,
control y un mutante producido por el grupo de trabajo peruano en
el marco del proyecto. Los mejores resultados se obtuvieron con las
cepas de T.aureoviride, acordandose continuar el trabajo con dichas
cepas, sin perjuicic de evaluar mutantes sobreproductores que se
generaran mas adelante. Con la cepa mutante de T.aureoviride y una
cepa mutante de J.reesei, proporcionads posteriormente por el grupeo
peruano, se realizaron las experiencias de FSS sobre CAR pretratada
en las condiciones previamente seleccionadas, obteniéndose los
mejores resultados con el mutante de T.aureoviride, seleccionado
para la ejecucidén de las experiencias de FSS a nivel piloto.

Se entregé los resultados de avance en el mejoramiento genético de
J.aureoviride, con una completa caracterizacidon fisiocldgica del
mutante sobreproductor seleccionado.

Se dié cuenta de los avances en la implementacién de los sistemas
auxiliares del fermentador prototipo en lo relativo a
acondicionamiento de aire y control de temperatura, describiéndose
el esquema de control propuesto.

Se didé cuenta de la prueba de cperacién del fermentador prototipo,
la que en términos generales fue satisfactoria, detectandose
ciertas deficiencias en el padrén de mezclado y comportamiento del
agitador.

Se realizaron modificaciones al disefo del sistema de agitacidén del
fermentador prototipo, debido a las dificultades encontradas en la
agitacidén del material fermentado, de compleja reoclogia. Se diseRd
un nuevo agitador que a escala menor satisfizo las exigencias del
proceso y se encargdé la construccidn de la unidad piloto.

Se dié cuenta finalmente de la estadia del investigador chileno,
ingeniero German Aroca, por seis semanas en la Planta Filoto de
Fermentaciones de UAM, México, bajo la supervisidn del Dr. Mariano
Gutiérrez.

Informe N* 7 : Se dié cuenta de los resultados obtenidos a escala
de laboratoric en la FSS de AP explotado en las condiciones
previamente seleccionadas. Los resultados fueron considerados
insatisfactorios por la baja degradabilidad in-vitro por parte de

las cepas de J.aurepoviride y T.reesei.
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Se di¢é cuenta del criteric de seleccidn de la cepa y el sustrato
para las experiencias de FSS a nivel piloto.

Se dié cuenta de las actividades finales de instalacién y puesta en
operacién de los sistemas auxiliares de monitorec y control del
fermentador prototipo.

Se dié cuenta de 1los resultados obtenidos en las pruebas
productivas de FSS a nivel pilote, considerande una prueba
preliminar y dos experiencias productivas que permitieron
reproducir razonablemente los niveles finales de enriquecimineto
proteico y produccién de celulasas obtenidos a escala de
laboratorio, aunque los perfiles cinéticos obtenidos no resultaron
reproducibles. Se generd$ asi la cantidad de material requerido para
las pruebas nutricionles y toxicoldgicas y para la formulacidn del
preparado enzimadtico con actividad celulclitica.

Se dié cuenta finalmente de los avances en el mejoramientc genético
de TJ.aureoviride, reportandose la obtencién de un mutante
sobreproductor, parcialmente dereprimidoa en 1la sintesis de
celul asa.

En el presehte informe, conforme al plan de trabajo contenido en el
documento Términos de Referencia, se da cuenta detallada de las
siguientes actividades, que completan el compromiso de trabajo de
las instituciones chilenas luego de los tres afos de ejecucidn del
proyecto:

Actividad D. Evaluacién toxicolégica del producto fermentado.

Se da cuenta de los resultados cbtenidos en el estudic de toxicidad
y evaluacién nutricional del sélido fermentado enriquecido en
proteina microbiana. El1 producto fermentado fue sometido a
evaluacién toxicolégica y nutricional con ratas de laboratorio y
pollos Broiler. El trabajo fue contratado al Instituto de Nutricidn
y Tecnologia de Alimentos (INTA) de la Universidad de Chile, y
ejecutado por el Doctor Osvaldo GonzAle:z.

Actividad E. Implementacidén del sistema de control y
acondicionamiento de aire del fermentador.

En los dos informes anteriores se dioc cuenta de esta actividad,
quedando solamente pendiente la seleccién y compra del sistema de
adquisicidén de datos para su acople al fermentador piloto. Los
elementos del sistema estdn en este momento en tramite de
importacién a través de la Oficina PNUD Santiago. Debido al
calendario de uso de los recursos no fue posible iniciar su compra
hasta la recepcién del segundo pago. Por otra parte, el monto de
los recursos disponibles no permitié adquirir la unidad compacta
que ofrece Cole-Parmer, por 1o que se considerd como alternativa el




montaje del sistema en base a sus unidades componentes, que reduce
significativamente el costo y permite mayor flexibilidad de
operacidn. Esto desafortunadamente dilatd la adquisicién y, al no
encontrarse disponible en plaza, debid importarse previendo
disponer de él1 no antes de fines de junio, estandc ya considerada
su instalacidén y prueba de funciocnamiento. Se entregqa 1la
informacién relativa a la seleccién del sistema.

fAActividad F. Continuacién del programa de mejoramiento genético de
T.aureoviride.

Se da cuenta de los avances finales logrados en el programa de
mejoramiento genético de Trichoderma aurecviride. Se da cuenta de
la caracterizacién del mutante 6-14-11 cuya obtencién fue reportada
en el Informe de Avance N*7 y de la aislacidén de un nuevo mutante,
de séptima generacién, con mayor termotolerancia que las cepas
anteriores y altos niveles de actividad celulolitica.

fctividad G.2. Experiencias productivas en fermentador prototipo y
estabilizacién del preparado enzimatico producido.

Esta actividad se encuentra completamente concluida y reportada en
el Informe de Avance N®7. No obstante, por razones de los
requer imientos de producto para su evaluacién toxicolégica vy
nutricional, debié operarse nuevamente la planta piloto, diandose
cuenta de los resultados obtenidos (actividad G.2.1).

Se da cuenta asimismo de 1los resultados obtenidos en 1la
recuperacién de celulasas desde el sustrato sélido fermentado
(actividad G.2.2) y del estudio de la estabilidad del preparado
enzimadtico con actividad celulolitica producido por fermentacién en
sustrato sélido (actividad G.2.3)

Actividad H. Experiencias de sacarificacién enzimatica.

Se da cuenta de 1los resultados obtenidos en el estudio de
sacarificacién enzimdtica de coseta agotada de remolacha con el
preparado enzimdtico producido por fermentacidn en sustrato sélido.
Se estudié¢ el efecto de la dosificacién enzimatica y l1a temperatura
en la cinética de sacarificacidn y se compard los resultados
obtenidos con aquellos con un preparado comercial de celulasa, bajo
condiciones analogas.

Actividad I. Composicién proximal y perfil aminoacidico del
producto fermentado.

Se efectudé un andlisis proximal al producto fermentado y un
andlisis de la composicién aminocacidica de la proteina contenida .
Ambos trabajos fueron contratados al Instituto de Nutricidn y
Tecnologia de los Alimetos, INTA, de la Universidad de Chile, y
ejecutado por el Doctor Osvaldo Conzdlez,




Actividad J. Pasantia de investigacién en Universidad Nacional
Agraria La Molina, Lima, Peru.

Se da cuenta de las actividades realizadas durante la estadia de
investigacidén del ingenierc chilenc Sr. Christian Bernet en el
Laboratorioc de Micoleogia y Biotecneologia, a carge del Dr. Marcel
Gutiérrez, en la Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima,
Peri, entre el 15 de enerc y el 29 de febrero de 1992.

Actividad K, L. Reuniones de coordinacién.

Por razones que escapan a esta coordinaci4n nacional, no se ha
realizado reuniones de coordinacidn posteriores a la efectuada en
Valparaisoc en octubre de 19390.

Finalizada la participacidn de las instituciones chilenas, puede
concluirse que se ejecutaron teodas las actividades comprometidas,
habiéndose logrado desarrollar una tecnologia para el
enriquecimiento proteico y produccién de celulasas mediante
fermentacidn en sustrato sélido de coseta agotada de remolacha con

cepas nativas y mutantes geneticamente mejorados de TIrichoderma

aureoviride, producidos en el marco del proyecto. La tecnologia fue
desarrollada a nivel de laboratorio en columnas de lecho empacaco
del tipo Raimbault-Alazard y posteriormente escalada a nivel piloto
en un fermentador diserado y construido en el marco del proyecto,
con una capacidad maxima de manejo de S50 kilos de material por
lote.

En base a los resultados obtenidos las principales conclusiones que
se derivan del trabajo realizado son:

- La coseta agotada de remolacha resulté un sustrato muy apropiado
para su enriquecimiento proteico mediante 1la wmodalidad de
fermentacién en sustrato sélido, lograndose un elevado nivel de
proteina con una disminucién considerable del contenido de fibra.

~ El1 pretratamiento de 1la coseta agotada de remclacha por
hidrélisis 4cida suave, estudiado en el marco del proyecto, results
beneficioso en términos de degradabilidad del sustrato,
obteniéndose mayores niveles de produccién de celulasa que en el
sustratoc crudo.

- Los resultados obtenidos con aserrrin de pinoc explotado como
sustrato fueron insatisfactorios, tanto en cuanto a enriquecimiento
proteico como produccién de celulasas. Ello, no obstante los
interesantes valores de digestibilidad enzimatica in-vitro
obtenidos.

- La cepa autéctona Trichoderma aureoviride y sus mutantes
derivados crecieron adecuadamente en sistema s¢lido y produjeron
niveles de celulasas comparables -on los mejores reportados en
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literatura y siempre por scbre los valore obtenidos con 1a cepa de
referencia (Irichoderma reeesei @M 34i14) y con los mutantes
proporcionades por el Dr. Marcel Gutiérrez en el marco del proyecte
(T.reesei UC-4 y LM-1).

- Los mutantes seleccionados (principalmente T.aureoviride 7-121 y
6-14-11) produjeron niveles significativamente mayores de celulasas
que la cepa madre, para un mismo nivel de enriquecimiento proteico.
Adiciocnalmente se obtuvo con los mutantes un sistema enzimatico
mencs sensible a represién catabélica por fuentes de carbone
rapidamente metabolizable y mutantes -on mayor termotolerancia,
como el mutante 7-23-9 reportado en este informe.

- El1 fermentador disefiadoc y construidoe fue capaz de operar en
condiciones de contencién microbioldqgica, siendo posible controlar
manualmente durante su operacién humedad y temperatura mediante los
sistemas de cuntrol instalados conforme a la estrategia planteada.

- Los resultados obtenidos a escala de laboratorio fueron
reproducidos a escala piloto en 1o referente a nivel de
enriquecimiento proteico y produccidn de celulasas. No ohstante, no
fue sido posible lograr en las cuatro experiencias realizadas a
nivel piloto un grado de reproducibilidad adecuado de 1los
resultados, en especial en 1o referente a la cinética del proceso.
- Se produjo en total, mas de 80 kilos de material fermentado que
fue utilizado en su mayor parte en los estudios nutricionales y
toxicolégicos, recuperandose parte de las celulasas producidas para
estudios de estabilizacién y formulacién del preparado enzimatico.

- El1 producto fermentado fue sometidoc a evaluacidn toxicolégica y
nutricional con ratas de laboratorio y pollos Broiler. No se
observé indicios de toxicidad, siendo asimilado sin dificultad el
producto hasta niveles de un 20 7% de la dieta total. Niveles
mayores produjeron mermas en la tasa de crecimiento y peso respecto
del control, lo que se atribuye al adn elevado contenido de fibra
para el tipo de animal ensayado. Al nivel seRfalado, sin embargo, el
producto puede ser empleado como aporte proteico en la formulacidn
de alimento para animales monogastricos, como era el objetive
iniciai del proyecto. El perfil aminoacidico de la proteina del
productc es considerado de calidad aceptable en relacidn al patrén
FAO y otras proteinas de origen microbiano.

- Las enzimas producidas fueron evaluadas en la sacarificacidn de
coseta agotada de remolacha pretratada, cbteniéndose resultados que
comparan favorablemente con los obtenidos en condiciocnes analogas
con un preparado comercial de celulasa de JTrichoderma rveesej
(ENZECO Cellulase Tv-1000)

- Se estudid distintos sistemas de estabilizacidn y formulacidn del
preparado enzimdtico producido, lograndose obtener por




precipitacién con sulfatce de amonic un producto estabilizade con
una pérdida de actividad del orden del 15/ luego de 62 dias de
almacenamiento. La pérdida de actividad se produce en los primercs
dias de almacenamiento, estabilizAndose después, 1o que permuite
anticipar un tiempo de vida media de nivel compatiblie con su
eventual uso comercial.

Aunque no representa una actividad comprometida en el marco del
proyecto, se estd realizando actuaimente un estudic de evaluacidn
técnico econdémico para la praoduccidn en Chile de coseta agotada de
remcl acha enriquecda por fermentacidn en sustrato sélido con cazpas
de Trichoderma aureoviride, considerando la recuperacién de las
enzimas producidas para su emplec en la industria nacional de jugos
de fruta y en la industria textil. Se estima que el estudioc estara
concluido a fines del presente afc, 1o que permitird evaluar la
opcién de transferencia tecnoldgica al sector productivo, con el
cual no existe de momento contactos formales. Dicho estudioc se
pondrad a disposicidén de la Coordinacidén del Programa si 1o estimare
conveniente.

Debe seralarse que resulté dificil lograr mantener un nivel
motivari~nal elevado en los laboratorios nacionales participantes,
por lo 2, luego del primer aRo, el trabajo fue realizado en forma
muy pracipal por la Escuela de Ingenieria Bioquimica de la
Universidad Catélica de Valparaiso. Debe destacarse que 1la
incorporacién sustantiva a contar del segundo afo del grupo de
investigadoras del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Cciencias Quimicas y Farmaceuticas de la Universidad de Chile,
resultdé un aporte de gran significacién al proyecto al seleccionar,
mejorar geneticamente y caracterizar el comportamiento de las cepas
que en definitiva fueron empleadas en las actividades productivas
del proyecto.

A nivel internacional debe destacarse un razonable nivel de
coordinacién con el grupo de investigacidn en Peridl y un muy escaso
nivel de coordinacién con el grupo venezolano, en el que
precisamente recaia la coordinacidén general del proyecto. Est imamos
que esto representa un elementc negative que, sin entrar a una
impertinente calificacién de nuestros colegas de proyecto ni
soslayar las dificultades que a nivel nacional pudiercn encontrar,
creemos escapa de nuestra responsabilidad como pais participante
que, ademas de llevar el proyecto a término de acuerdo a los
compromisos formales contraidos, mantuveo en todo momento un Animo
de coordinacién y participacidén de sus resultados.

En el plano académico el proyecto ha servido de Ambitoc para la
formacién de investigadores jévenes, dandc la opcidén no frecuente
de trabajo de escalamiento, disefico y construccidn de equipos, de
innegable valor formativo para estudiantes de ingenieria. EI1
proyectocs ha generado numerosas presentaciones a eventos
cienti{ficos, dos publicaciones ya aceptadas por el comité editorial




respective y otra en preparacidén. Ha quedad: un equipamient:
importante que se espera poder continuar utilizando en apoy> a la
linea de trabajo en fermentacidén en sustrato s4lido.

Aspectos interesantes de considerar y que derivan del trabajo
realizada son:

- La implementacién de un sistema de control automaticoe que puede
ser adosade al sistema de adquisicidén de da.os adquiridoe en el
marco del proyecte. El andlisis estd ya realizado debiendo
obtenerse el financiamiento correspondiente.

- La caracterizacién de.i preparado enzimdtico producido en relacién
a otras actividades hidrwoliticas que permitirdan una evaluacidn de
su potencial de uso en la clarificaci4n de juges y en la
elaberacidén de vinos, de gran relevancia para nuestro pais.

- La necesidad de estudiar con mayor atencién el sistema de
recuperacidén de las enzimas desde el sdélido fermentado. Los mejores
resultados fueron obtenidos por extraccidén mediante suspensién
acuosa; no obstante, esto diluye la enzima, 1o que puede resultar
muy incidente en el costo de procesc (éstou estad siendo cuantificado
en el estudio de evaluacién técnico-econdmica ya sedralado). De lo
anterior se desprende la conveniencia de realizar un estudioc méas
acabadc de extraccién por prensads, que optimice las principales
variables de proceso e incluso considere distinats mcdal idades de
operacidén, que no fueron abordadas en nuestros estudios.

=~ La aplicacién de la experiencia y conocimientos adquiridos en el
manejo de fermentacidén en sustrato sdélido a 1a produccidn de otras
enzimas y metabolitos microbianos. Actualmente se ha iniciado un
preproyecto de produccién de lactasa fungal por fermentacidn en
sustrato s4lido, que entronca con una tecnologia ya desarrollada y
escalada a nivel piloto para la produccidn de lactasa inmovilizada
a partir de una lactasa fungal comercial, para la produccidén de
permeado de suero hidrolizado, que ya ha sido favorablemente
evaluado por la industria lactea nacional.

- Finalmente 1o ya sefRalado en relacidn al estudioc de factibil idad
técnico~econémica del proceso en nuestro pais.

En mi calidad de coordinador nacional deseoc dejar expresa
constancia de mis reconccimiente al Coordinador General del
Programa, Dr. Rodol fo Quinterc y a la Oficina de PNUD en Santiago
de Chile, por haber en tocdo momento facilitado de manera expedita
nuestro trabajo. Ello sin duda contribuys a mantener un alto
espiritu de trabajo en los grupos que concluyeron el proyecto y a
superar las dificultades derivadas de un proyecto complejo, tanto
por la naturaleza misma de sus objetivos, como por la participacion
inicial de muchos grupos de trabajo cuyo aporte no fue en
definitiva significativo.
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D. EVALUACION TOXICOLOGICA DEL PRODUCTO FERMENTADO

Se realizé un acabado estudic toxicoldégico del producto de coseta
agotada de remoclacha (CAR) fermentade con la cepa Trichoderma

aurecviride 7-121., El material fermentado fue producidos en la
unidad pilotc, de acuerdo al procedimiento y <on los resultados
reportados en el Informe N°7. Dada la elevada cantidad de material
requer ido, fue necesaric ocperar una ve: mas la unidad piloto, leo
que se reporta en el punto G.2Z.1. de este informe. Fara efectuar
este estudid debid proeducirse una cantidad cercana a B0 kilogramos
de material fermentado se:co, muy supericr al compromiso contraido
en el documento Términos de Referencia.

Los resultados del estudic se encuentran contenidos en el Anexo 1,
que corresponde al informe técnico elaborados por el Dr. Osvaldo
Gonzalez del Instituto de Nutricidén y Tecnoclaogia de los Alimentos
de la Universidad de Chile.

El estudic permite concluir que el productos fermentado con
TJ.aureoviride no presenta muestras de toxicidad en ratas de
laboratorio, lo que es un aspecto positivo y esencial para el
proyecto. A los niveles empleados en las dietas, 4, 8 y 16 %, el
producto resulté completamente inccuc, 1o que permite concluir que
no existen contraindicacicnes de tipo toxicoldgico para utilizar
esta cepa en la elaboracién de alimentos formulados para uso
animal. Por otra parte los estudics reproductivos en ratas fueron
muy positivos, no evidencidndose diferencias significativas
respecto del control en ningunoc de los niveles de dosificacidn
empleados.

Los estudios nutricionales realizados en ratas son menos
alentadores, dado los indices negativios de PER y NFR. El experto,
no obstante, atribuye esto al alto contenido de fibra residual
(207%) que adian contiene el producto y que resulta muy elevado en el
al imentoc formul ado, que requiere para este estudio una dieta con un
107 de proteina proveniente de la CAR fermentada, esto es, una
dosificacidén por scbre el 30%.

Los estudios de crecimiento en pollos broiler permitieron demostrar
que el producto dosificado en un 57 tiene un efecto benéfico,
obser vindose una mejor respuesta en ganancia de pesc y conversidn
de alimentoc que el control. A un nivel de 107 se observa una
respuesta similar al control y solo a un nivel de 207 se observa un
efecto negativo, con retrasoc en el crecimiento y menor conversidn
de alimento que en el control, 1o que es directamente atribuible al
alto contenido de fibra residual del producta,

Es interesante destacar que, no obstante que se laogra una reduccidn
significativa del contenido de celulwsa y hemicelulosa (ver
Actividad 1), el contenido porcentual de lignina tiende a aumentar
debido a su caracter completamente recalcitrante a la accidn del




haongo y se incrementa el contenido de ¢ glucanocs que forman parte
estructural de la pared del hongo. Sin duda este aspecta constituye

el factor limitante en cuanta al uso del productos, 1o que se
confirma con los estudins nutriciocnales en pollos.

Existe en consecuencia un nivel maxim> aceptable de dosificacidn
entre 10 y 207 que es interesante de precisar, ya que el uso de
este suplementoc en alimentacién de aves adn a nivel del 1074 puede
ser de interés para la industria avicola que se encuentra
duplicando su capacidad productiva instalada en nuestrao pais.

10







F. CONTINUACION DEL PROGRAMA DE MEJORAMIENTO GENETICO DE
Y. AUREOQVIRIDE

Se da cuenta de la caracterizacién del mutante 6-14-11, cuya
aislacién fue reportada en el Informe de Avance N°7. Se confirma la
mayor tolerancia térmica de este mutante en relacién a la cepa 7-
121. Sus niveles de produccidén de celulasa, celobiasa y xilanasa a
33°C son entre un S50 y 1007 supericres a los de las cepa 7-121. No
obstante, al comparar esos resultados con los obtenidos a 28°C, se
cbserva un menor nivel de actividad enzimatica y un tiempo de
latencia maycr, lo que disminuye la productividad.

Como consecuencia de ello, se decidid someter la cepa 6-14-11 a un
nuevo proceso de mutacidén, empleando como criteric de seleccidén la
capacidad de crecer y producir celulasas a 35°C. De los clones de
78 generacidén obtenidos, se seleccion$ la cepa clasificada 7-23-9
que produce a 33°C niveles de celulasas significativamente
superiores a las cepas 7-121 y 6—-14—-11. No obstante, el nivel
producido es aGn inferior al de la cepa parental 6-14-11 a 28°C,
asemejandose al de la cepa 7-121 a esa temperatura.

Puede concluirse en consecuencia que se ha cumplido esencialmente
el objetivo planteado en el documentoc Términos de Referencia al
obtenerse un mutante apreciablemente mas termotolerante y que
produce niveles de celulasa a 33°C comparables a los de la cepa
parental a 2B8°C. Se considera que se podria obtener a futuro
resultados de mayor significacidén practica a través de 1la
continuaciéns del programa de mejoramiento genético, dada 1la
reiterada obtencidén de mutantes geneticamente estables hasta la 73
generacién.

Los detalles de 1a metodologia y resultados obtenidos se encuentran
contenidos en el Anexo 3 de este informe.




G.2. EXPERIENCIAS PRODUCTIVAS EN FERMENTADOR PROTOTIPO Y
ESTABILIZACION DEL PREPARADO ENZIMATICO PRODUCIDO

G.2.1. Operacié . de fermentador prototipo para suministrar material
para evaluacién toxicolégica y nutricional y recuperacién de
enzimas.

Debide a 1los requerimientos de praoducte para los estudios
toxicoldgicos y nutricionales, se decidié realizar una cuarta
fermentacién piloto.

Metodologia

Se intenté desarrollar una estrategia de asepsia mds rigurosa
durante el cultivo, por lc que la metodologia descrita tuve las
siguientes modificaciones:

esterilizar la coseta agregandcle una mayor humedad (25 %
aproximadamente), agregar al medio de cultive un agente
antibacteriano como tetraciclina ¢al 0.012 % respecto del peso
total), mantener durante la fermentacién una menor humedad del aire
de entrada (aproximadamente un 82 %) y por dltimo, realizar un
arrastre con vapor a presién al fermentador vacio para asegurar su
esterilidad inicial.

La propagacién del micelio, la preparacidn del fermentador y el
medic de cultivo se realizaron de la misma forma que en las otras
fermentaciones. La Gnica variacién fue que parte del agua en que se
disolvian los nutrientes, ahora fue agregada a la coseta para su
esterilizacion.

Resul tados y Discusién

Por tratarse de una experiencia con fines productivos no se siguié
la cinetica completa de enriquecimientc proteico y produccidon de
celulasas, resgistrando solo los valores finales del cultivo.

Se obtuvo una produccién enzimadtica inferior en un tercio a la
cbtenida en fermentaciones anteriores, lo que se atibuye al efecto
del antibidtico empleado que mostré afectar en cierta medida la
actividad de celulasa. No se descarta un posible efecto adverso
como consecuencia de la temperatura, que en algunos momentos
alcanzé los 30°C y al mayor nivel de agitacidén que fue requerido
para controlarla.

El nivel de enriquecimiento proteico obtenido estuvo también por
debajo de valores anteriores, alcanzandose un tenor de proteina del
20.1 %, lo que puede ser consecuencia de la mencor actividad
enzimatica producida. Al final del cultivo no se detectd una baja
en la actividad de celulasa como ccurrit en otras fermentaciones a
nivel piloto, lo que podria estar avaladeo por el hecho de que en
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este casco no se detectdé contaminacidn bacteriana con su
consecuente actividad proteclitica.

En la figqura 1 se presenta el perfil de pH, en que se detecta
inicialmente una leve disminucién y luego sube hasta llegar a
valores de pH 6 a las 130 horas de cultivo.

A partir de las 40 horas el auaento fue brusce, lo que se deberia
al rdapido crecimiento detectad> en forma visual (se aprecian muchos
mds focos blancos de micelio que otras veces).

En genaral el perfil de pH durante la fermentacién fue similar al
obtenido en otras experiencias piloto o laboratorio.

En la figura 2 se observan los perfiles de humedad y actividad de
agua del lecho sélido. La evolucién de la humedad no manifiesta
mayor variacién y se estabiliza alrededor del valer de disefio (65
). Esto es consecuencia de que las sucesivas pasadas de aire seco
(HR menor que 50 7Z por 10 minutos) no provocan secado del lecho de
cultivo.

€l perfil ‘de. actividad de agua tiene una tencencia global poco
clara. Aunque inicialmente aumenta, al final termina en valores
menores que 0,935, Como se ha observado anteriormente, no se ha
podido obtener una correlacidén aceptable entre la humedad y la
actividad de agua del sélido.

En la figura 3 se presenta la evolucidén de temperatura del lecho
sb6lido y los valores de los pardmetros de control wmanipulados.
Pr imer amente es necesario mencionar que en esta fermentacidn hubo
dos aspectos que dificultaron la evacuacién del calor generado.
Uno, como ya se ha mencionado, es la deteccién visual de un
comienzo mAds vigoroso de la fermentancidén (relacionado con el
estado del inéculo). El otro aspecto es la existencia de un medio
ambiente levemente mids calido que en otras oportunidades, debido al
tiempo de verano. Esto tuvo comc consecuencia que los elementos de
control para calefaccionar (foco infra-rojo para aire de entrada y
resistencia para calentar bafc del humidificador) estuvieran sin
uso durante todo el cultivo.

Al cobservar la figura 3.a se puede ver que hasta las 30 horas de
cultivo la temperatura estuvo alrededor de 25 °C; sin embargo de
ahi en adelante ésta comienza a subir, no logrdndose bajarla
mediante pulsos de agitacién mecdnica. Cuando el cultivo pasa los
28 °C (a las 30 horas) como estaba programado se comienza a
realizar pasadas cortas de aire seco. Esto se aprecia en la figura
3.b a la hora 50, 1lo que se realiza conjuntamente con un
enfriamiento por hielo del agua de humidificacién. Este
enfriamiento se refleja en la temperatura del aire de entrada
(figura 3.b) que baja a valores de 18-13 °C, Esto dltimo se realizd
debido a que la temperatura de entrada del aire (22-22 °C) era muy




alta para tener un gradiente de temperatura respectc del cultivoe
(25 *C) que permitiera enfriamienta por aire.

Esta accidén conjunta de control, ademds de aqitacién manual, logra
bajar la temperatura del lecho si&lidc después de 1la hora 50, comd
se aprecia en la figura 3.a. Sin embarge la temperatura no tarda en
volver a subir generando otra accidn similar de control a la hora
60, con igual resultado.

Esta estrategia se continud durante la fermentacidn, pero a pesar
de esto hubo una clara tendencia al alza de temperatura. Cabe
destacar que se lcgré mantener la mayor parte del cultive en un
range de temperatura entre 25-30°0C, que zorresponde a u rango
aceptable para la produccién de biomasa y enzima.

Por Galtimo cabe hacer notar que el agregar aire seco al fermentador
por tiempos mayores, podria haber facilitado el enfriamiento del
lecho sélido, pero se habria producido un secado del mismo, como
acontecié en experiencias anteriores. Se traté de que no ocurriera
esto altimo, teniendo en cuenta que la humedad relativa del aire de
entrada esta vez fue menor que 1a empleada en otras fermentaciones.

Puede concluirse que en la presente fermentacidén se logrd eliminar
la contaminacién bacteriana como consecuencia de la asepsia mas
estricta llevada a cabo. La observacién al amicroscopio permite
apreciar sélo una contaminacién menor por levaduras.

Los niveles de actividad enzimAtica y enriquecimiento proteico
resul taron por debajo de lo esperado, por las razones ya sefal adas.
Cabe mencionar que una observacidn del wmicelio en crecimiento
permite apreciar que luego de sucesivos periodos de agitacién,
presenta una apariencia fisica bastante mds deteriorada, 1o que
indica que esta agitacién perturbd el vigoroso crecimiento inicial.
Sin embargo, es claro que la agitacidén del cultivo fue necesaria
para romper focos calientes y canalizaciores de aire que se fueron
creando conforme avanzaba la fermentaciin.

Puede concluirse que se ha logrado la reproducibilidad de ciertos
comportamientos tipicos en FSS piloto, como variacién de pH,
humedad y perfil térmico del lecho sélido, en respuesta a las
variables de control manipuladas. No cbstante, las medidas tomadas
para lograr un mayor nivel de asepsia, aunque eficaces desce esa
perspectiva, provocaron una disminucidn del nivel de enzima
producido, 1o que plantea la necesidad de una mayor experimentacidn
para lngrar un control mds efectivo del proceso.

En esta dltima operacidén se produjo una cantidad cercana a los
veinte kilos de material fermentado, en base seca, el cual fue
sometido a la operacién usual de secade y molienda. Una parte del
material fue remitida a INTM para la finalizacién de los estudios
toxicolégicos y nutricionales y el material restante fue almacenadao




para fines demostrativos y eventuales analisis. Se adjunta una
muestra del producto, que por sus caracteristicas de aroma y sabor
resulté apetecible para los animales de prueba.

G.2.2. Experiencias de recuperacidén y estabilizacién de
celul asas.

- Recuperacién de celulasas del sustrato sélido.

Estudios de recuperacidén de enzimas extracelulares en fermentacién
en sustratc sélido (FSS), han permitido demostrar la simplicidad
del proceso. Se ha reportado extraccion estatica por simple
percolacién o elucidén, obtenéndose un extracto limpio sin necesidad
de recurrir a la filtracidn del liquido percolado o eluido (1).
También se ha realizado la extraccidn por agitacién del material
sél ido en un solvente acuosc, produciéndose en este caso desorcidn
de la enzima con un cierto gradc de desintegracién del sélido.
Finalmente debe mencionarse la extraccidén por prensado, que tiene
la ventaja de producir una dilucién menor de la enzima, peroc con
menores rendimientos de recuperacidén.

Se reporta los resultados del estudioc de recuperacién de celulasas
por extraccién en diferentes sclventes acuosos, realizandose
posteriormente en el sclvente seleccionado un estudio del efecto de
la razén solvente:soluto y del tiempo de extraccidn.

Estudios preliminares de extraccién por prensado, produjeron
resultados inferiores a 1os obtenidos por extraccidn acuosa, siendo
preliminarmente descartada como alternativa.

Metodologia

Se trabajé con muestras de material fermentado (coseta agotada de
remolacha, CAR), con T.aurecviride 7-12! en columnas de Alazard -
Raimbault, de 11 dias de fermentacién, con humedad de sdélidos de
8972 y pH 6,3. Alternativamente se utilizé material poveniente de
las experiencias realizadas a nivel piloto.

El primer estudio consistid en determinar el solvente acuocsc mas
apropiado. Muestras de 2 gramos de material fermentado fueron
sometidas a extraccién en 30 ml de distintos medios liquidos
durante 5 wmin. a 125 rpm. Los medios liquidos utilizados en la
extraccidén enzimidtica fueron agua destilada y tampdn citrato pH
4,8; considerandose también su suplementacidn con Tween 80 y
cloruro de sodio, de modo de estudiar la efectividad del
sur factante en 1la desorcién del complejo enzimdtico y de
gsolubilizacién por salado al emplear NaCl a un nivel de fuerza
iénica 0.5 M. En estas experiencias, la razén de extraccidén
utilizada fue de 2 gramos de material fermentado en 30 ml de medio
liqudo. Cada muestra fue agitada por 5 min. a 125 rpm y el extracto




se centrifugd por 10 min. a 5000 rpm. En el sobrenadante obtenido
se analizdé la actividad degradativa sobre papel filtro, por el
métodoe del Acido dinitrosalisilico, actividad de celcobiasa por
cuantificacién de la velocidad inicial de hidrdlisis de celobiosa
a glucosa, medida por Glucostat, y proteina excretada por el método
modificado de Lowry, de acuerd> a los procedimientos analiticos
previamente reportados.

Una unidad de papel filtro (UPF) se definid como la cantidad de
enzima que produce 1 umol de equivalente de glucosa por minuto,
empleando papel Whatman N2 ! c_anc sustratoe, en condiciones
estandarizadas segin 1o reportade previamente. Una unidad de
celobiasa (UC) se definid como la cantidad de enzima que produce 1
umol de glucosa por minuto, empleands celobicsa como sustrato, en
condiciones estandarizadas segin 1o reportado previamente.

Una vez seleccionado el solvente, se estudid el efecto del tiempo
de extraccién y de 1la razén solvente: scluto. En el primer caso se
analizé 5, 10, 20 y 30 min. para una razén de 2 gramos de sdlido en
30 ml de solvente. Una vez seleccicnado el tiempo de extraccidn, se
estudié razones soluto:scolvente de 2:5, 2.10, 2:20, 2:30, 2:40 y
2:50 (en g de sélido por ml de sclvente). Las restantes condiciones
se mantuvieron como en el primer estudio.

Resultados y Discusién

Los resultados obtenidos con distintos sclventes arcuosos se
presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Actividad en papel filtro y proteina excretada por
gramo seco logradas en experiencias de extraccidn
con diferentes medios liquidos.

MEDIO LIGUIDO UPF/g.seca Prot Excr./g.seco
Tampon Citrato pH 4.8 11.88 0.051
Agua destilada 13.04 0.060
Tampén + 6.1 ml tween 80 11.395 0.0439
Agua dest. + 0.1 @l tween 80 11.50 0.046
Sol. 0.3 M Na Cl en tampdn 11.88 0.047

De los resultados ocbtenidos, puede cbservarse que la mayor cantidad
de proteina extraida se logrd con agua destilada produciéndose
aumentos de un 3 — 11%Z en la actividad de papel filtro respecto de
1o otros medios 1liquidos utilizados. Aunque las diferencias
observadas son poco significativas, resulta obvia la conveniencia
de utilizar agua destilada como solvente. En todos los casos la
actividad especifica de la proteina extraida fue similar.

[LU S

lo,J'




Los resultados del efecto del tiempe de extraccidén en agua
destilada come solvente se presentan en la Figura 4, en donde puede
observarse que se produce una significativa extraccién de proteina
en los primeros 10 min. y que tiempos mayores producen solo un leve
aumento . En cuanto a la enzima, se observaun aumento moder ado> de
la recuperacidn al aumentar el tiempo de extraccidn en el rango
estudiado.

Los resultados del efecto de la razén solvente:soluito, para un
tiempo de extraccién seleccionado de 10 min., se muestran en la
figura 35, tanto para la actividad de papel filtro como para la
actividad de celobiasa. El maximo nivel de extraccidén de celulasa
(actividad de panel filtrco) se obtiene para la razén 20 ml: 2 g. En
el caso de celcbiasa y proteina total extraida, se observa un
incremento fuertz2 de la recuperacidn hasta una razdén 20 ml: 2 g,
aumentando sclo muy levemente a razones solvente:socluto mayores.

En base a los resultados obtenidos puede concluirse que las
condiciones mas favorables para la extraccidn enzimatica desde los
sé6lidos fermentados son 20 m]l de agua destilada por 2 gramos de
86l ido por durante 10 min. Los resultados obtenidos en extraccidn
por prensado (no wmostrados) resultaron significativamente
inferiores a los obtenidos por extraccidén acuosa. Aparentemente se
produce una importante inactivacién como consecuencia del
incremento térmico que de momento no ha sido resuelto, debido al
disefo de la prensa. El problema estd actualmente siendo estudiado
en mayor profundidad, por estimarse que no es conveniente descartar
definitivamente una alternativa que tiene la ventaja de producir un
extracto enzimadtico mads concentrado.

El mayor nivel de extraccién con agua destilada es contrarioc a lo
que se anticipé. Se obtuvo un efecto negativo al incrementar
moder adamente la fuerza idnica hasta la zona de solubilizacién por
salado (salting-in), mediante la adicién de cloruro de sodio o
tampén citrato.. El fenémeno puede atribuirse a la distorsidén
producida por la cantidad de sal remanente adsorbida al sélido
(principalmente sulfato de amonioc) que pudo haber 1llevado 1la
concentracidén salina mas allad del punto de solubilizacidn por
salado (salting-out), afectando en consecuencia negativamente la
extraccidén de proteina enzimatica.

Pudo observarse que la razén celobiasazcelulasa (UC / UPF)
extraida en la fermentacidén en sustrato sd4lido de CAR con T,
aureoviride es de 1.64, valor superior en aproximadamente un 23%

a la obtenida en fermentacidén sumergida con un sistema analogo (2).
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- Estabilizacion de celulasas mediante adicidén de agentes
preservantes.

Con el propésito de establecer la estabilidad de almacenamientc del
preparado enzimdtico producido, se realizaron experiencias de
almacenamiento con distintos agentes preservantes en diferentes
dosificaciones, sugeridas por literatura. Esta informacién es
relevante, ya que la eventual utilizacién de la enzima requiere una
estabilidad compatible con los tiempos de almacenaje vy
comercializacidén. Se estima que el tiempro de usc de una enzima no
deberia ser inferior a los seis meses luego de producida. Por otro
lado se requiere wmantener el preparadc enzimdticc libre de
contaminacidén microbiana.

Metodologia
Se empleé muestras de extracto enzimdtico producido en las

condiciones descritas en la seccidn anterior. Estas muestras fueron
formuladas con los siguientes agentes estabilizantes:

Sorbato de Potasio 0.2 Z p/v
Timerosal 0.1 7Z v/v
Azida de Sodio 0.02 % p/v
Gl icerol 50.0 % v/v
Glicerol + Timerosal S07 v’vy; 0.1 L v/v

A cada una de las muestras anteriormente sefaladas, ademds de un
control (sin preservante), almacenadas en camara fria a 10 9C, se
les siguid la cinética de pérdida de actividad durante &0 dias.

La actividad de papel filtro se determind de acuerdo a 1o indicado
previamente.

Resultados y Discusién

En las figuras 6 a 10, se observan los efectos de cada uno de los
preservantes estudiados scbre la estabilidad de la celulasa, en

relacién al control.

En Tabla 2, se registra el pH inicial del caldo luego de la adicidn
de los preservantes,
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Tabla 2: pH inicial de los caldos de fermentaczidén tras la
adicidén preservantes.

Freservante pH
Control S5.28
Sorbatoc 9.96
Timercosal 5.31
Az ida S5.59
Glicercl 5.25

Blicerol + Timerosal 3.3

El preparado enzimdtice se mantiene bastante estable durante los
primeros 30 dias de almacenamiento, con pérdidad de actividad por
debajo del 10 %. Curiosamente el dnico caso en que se observa una
pérdida mayor, del orden del 20 7%, es con glicerol + timerocsal.

Para este periodo de almacenamiento no se observan diferencias
significativas entre las muestras con preservante y el control.

Luego .de 60 dias ya es posible observar diferencias entre las
muestras preservadas y los respectivos controles. Sin adicién de
preservantes se produjo al cabo de 60 dias una disminucidén del 55%
en la actividad de papel filtro. Con azida de sodio se produjo una
disminucidén de soloc un 34%. Le siguen en efectividad el timerosal
y la mezcla glicerol-timerosal con una disminucién del 40%. Los
restantes preservantes ensayados produjeron una disminucidn
super ior al 45%.

Durante el tiempo sefialado no se observése contaminacién en las
muestr as preservadas con azida, glicerol y timerosal. En cambio las
muestras con sorbato de potasic y los controles fueron
contaminados, siendoc la contaminacién ostensible al cabo de 60
dias.

Desafortunadamente el efecto de estabilizacidn mas significativo
fue con azida de sodio, que no es un producto de grado alimentarioc.
Aun asi y aunque las diferencias con el control fueron
significativas, el efecto de estabilizacidén de estos agentes no
puede considerarse satisfactorio.

— Recuperacién y estabilizacion de celulasas mediante
precipitacidén por salado

Con el fin de lograr un preparado estabilizado se estudidé la
recupsracién y almacenamientoc del preparadeo enzimdtico por
precipitacidén con sulfato de amonic (salting-out), que demostrdéd ser
una buena alternativa en la recuperacidn de celulasas producidas




Tabla 2: pH inicial de los caldos de fermentacidén tras la
adicidén preservantes.

Freservante pH
Control 5.28
Sorbato 5.96
Timerosal 5.31
Azida 5.59
Glicerol S5.25

Glicercl + Timerosal 5.3

El preparado enzimidtico se mantiene bastante estable durante los
primeros 30 dias de almacenamientc, con pérdidad de actividad por
debajo del 10 7%. Curiosamente el dnico caso en que se observa una
pérdida mayor, del orden del 20 %, es con glicerol + timerosal.

Para este periodo de almacenamiento no se observan diferencias
significativas entre las muestras con preservante y el control.

Luego de 60 dias ya es posible observar diferencias entre las
muestras preservadas y los respectivos controles. Sin adicién de
preservantes se produjo al cabo de €0 dias una disminucién del S5S5Z
en la actividad de papel filtro. Con azida de sodic se produjo una
disminucién de solo un 34%. Le siguen en efectividad el timerosal
y la mezcla glicercl-timerosal con una disminucién del 40%. Los
restantes preservantes ensayados produjeron  una disminucidn
superior al 435%.

Durante el tiempo sefalado no se observése contaminacién en las
muestras preservadas con azida, glicercl y timerosal. €En cambic las
muestras con sorbato de potasic y los controles fueron
contaminados, siendo la contaminacidn ostensible al cabo de 60
dias.

Desafortunadamente el efecto de estabilizacidén mas significativo
fue con azida de sodio, que no es un producto de grado alimentario.
AGn asi y aunque las diferencias con el control fueron
significativas, el efecto de estabilizacidn de estos agentes no
puede considerarse satisfactorio,

~ Recuperacién y estabilizacién de celulasas mediante
precipitacién por salado

Con el fin de lograr un preparadc estabilizado se estudid la
recuperacién y almacenamiento del preparado enzimatico por
precipitacisn con sul fato de amonic (salting-out), que demostrd ser
una buena alternativa en la recuperacidén de celulasas produc idas




por fermentacidén sumergida de cepas de T.reesei <11, La
precipitacién por salado tiene la ventaja adicional de permitir la
concentracién del preparadoe enzimdtice, ya que por 1o general el
precipitad> resultante es altamente soluble y puede por tanto ser
resuspendidce en un pequefic valumen de liquido.

Metodologia

La precipitacidén de la enzima desde el extracte se efectud con
sul fato de amonio al 67Z de saturacidn , en tampén citrato pH 4.8.
A fin de no provocar zonas de mayor fuerza idnica se agreqd bajo
agitacidn la soclucién saturada de sulfato de amonio al extracto
enzimidtico. Posteriormente la mezcla resultante se mantuvo en
cdmara fria a 10°C, por 24 horas. Transcurrido este tiempo, la
suspensién conteniende la enzima precipitada, se centrifugé a
11.000 rpm. durante 15 min.

Luego, se midié cuidadosamente el volumen del scbrenadante y el
pellet fue resuspendide en 15 ml de tampin citrato pH = 4.8.

Al scbrenadante, al precipitado resuspendidc y al caldo inicial, se
les midié la actividad sobre papel filtro, de acuerdo al
procedimientc usual.

Muestras de precipitado enzimatico en sufato de amanio al 677 de
saturacidén fueron almacenadas en camara fria, estudidndose la
estabilidad por un periodo de 64 dias.

Resul tados y Discusidn

Los resultados obtenidos en la precipitacidén con sul fato de amonio

se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Precipitacién de celulasas del extracto enzimatico con
sul fato de amonio.

UPF /m1 Vol. (ml)
Caldo inicial 0.252 S0
Sobrenadante 0.018 150
Precipitado resusp. 0.653 15
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Al realizar un balance de actividad, se obtiene:

UPF. = UPFa + UFF, + UPF,
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donde:

UFF e
UFF .

UPF,

UFFd

ot
C

Activided total inicial

Actividad total en la sxlucidn schrenadante luego
de la precipitacidin

Actividad total en el precipitado

resuspendido en tampin.

Actividad perdida en el proceso

Reempl azando valores se tiene:

0.253 ® 50

Luego:

= 0.018 * 150 + 0.653 * 15 + UFFd
12.65 = 2.70 + 3.80 + UFFd
12.65 = 12.50 + UFFd

UPFd

0.15

El porcentaje de recuperacién de actividad de papel filtro es:

% Recup.

= ( 3.80 / 12.65 ) * 100
= 77.5%

El porcentaje de actividad remanente en el liquido descartado es:

7 Reman.

( 2.7 7 12.65) * 100
21.3%

Y el porcentaje de pérdida de actividad es:

A

Pérd.

=  0.15 /7 12.65 ) * 100
= 1.19%

La estabilidad del precipitado enzimatico, mantenido en solucidn al
677 de saturacidn con sul fato de amonic se presenta en la tabla 4.

Tabla 4. Estabilidad de celulasa precipitada con sul fato de amonic
al 677 de saturacién, al macenada a 10 9oC,

Tiempo (dias) UFF /ml UFF % Recuperacidn
""" o  oas7  z.14 100
32 0.125 Z2.90 80
64 0.130 2.60 83
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No se observd ningin siano de contaminacidn microbiana en el
preparade enzimdtico al caba de dicho tiemp> de almacenamiento.

La precipitaciién por saladoe con sulfato de amonio resulté un
sistema adecuad:a para la recuperacidn de la celulasa en el extractao
enzimatico. Se produjc una pérdida de actividad durante 1la
operacidén de precipitacidén de sola un 1 %Z. La actividad no
precipitada, en cambic fue de algo mds de un 20 %. Este valer es
significativa, per> puede ser reducido  trabajanda: a una
concentracién de sal mayor, la que no fue ensayada, tomando el
valor de 67 7 de saturacidin de experiencias previas de recuperacisn
de celulasas de caldos fermentados con T.reesei.

La precipitacién por salado produjo un efecto significativo en la
estabilizacidn del preparadc enzimdtico. Luegs de 64 dias se
produjo una pérdida de sclo el 17 % de la actividad inicial, que se
compara muy favorablemente <con un 34 7 para el mejor de los
preservantes ensayados y un S5 % para el control sin preservantes.
La pérdida de actividad se praodujo en los primeros dias de
almacenamiento, estabilizAndose luego sin posterior decaimiento.
Ello permite anticipar un tiempo de vida media de almacenamiento
elevado, compatible con su eventual aplicacidén industrial.
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Fiqura N° 1. Perfil de pH del cultivo,
tercera FSS celulasa.
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Fiqura N°2 Perfiles de humedad y actividad de
agua en lecho sélido,tercera FSS celulasa.
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Figqura N° 3a. Evolucién de temperatura del
lecho sé6lido,tercera FSS celulasa.
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Figqura N° 3b. Valores de los parametros de control
manipulados, tercera FSS celulasa.
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H. SACARIFICACION ENZIMATICA.
Come una forma de evaluar la calidad del preparade enzimdtico
producido por FSS con T.aureoviride 7-121, se estudid la
sacarificacidén enzimdtica de coseta agotada de remclacha (CAR).

El sustrato utilizado fue pretratado mediante hidrélisis Acida
suave, que peraite la solubilizacidn selectiva de la hemicelulosa
contenida en la CAR. Las condiciones del pretratamiento fueron las
previamente establecidas (ver Informe de Avance N* 6).

Las experiencias de sacarificacidén se realizaron bajo las
condiciones establecidas como éptimas encontradas para una celulasa
comercial, trabajando sobre CAR (1).

Metodologia

Las condiciones de operacién utilizadas en hidrélisis Adcida fueron
las siguientes:

CAR = 25 g/1 ; +60 -100 mallas
HaS0. = 0.279 M

Temperatura = 80 <C

Velocidad agitacién = 300 rpm

Tiempo = 1 h

La resuspensidn resultante fue neutralizada con NaOH 1 M, filtrada

lavada repetidamente con agua destilada y postericrmente el sélido
retenido secado en estufa a 60 <C.

Las experiencias de sacarificacién se realizaron sobre CAR
pretratada quimicamente por hidrélisis Acida suave. No obstante a
fin de evaluar la efectividad del pretratamiento en cuanto a
degradabil idad del sustrato, se consider$ una experiencia control
con CAR cruda (sin pretratamiento).

El preparado enzimadtico coutilizado fue obtenido a partir del

extracto proveniente de FSS en CAR con J.aureoviride 7-121,
conteniendo 0.734 UC/ml y 0.445 UPF/ml. Como control se empled un
preparado comercial de celulasa de J.reesei (ENZECD Cellulase Tv-
1000, Enzyme Development Corporation, New Yory, EEUU)), utilizado
al mismo nivel de actividad de celulasa. El preparado comercial
debié ser previamente precipitado con sul fato de amonio y dializado
8 fin de remover la gran cantidad de azdcares empleadas en su
formulacién,

Las experiencias de sacarificacién se llevaron a cabo en un reactor
de vidrio Pyrex de 4 litros, provisto de un sistema de agitacidn
mecanica con un propulscor de cuatro aspas. El volumen de trabajo
fue de 2 litros y se trabajd a 500 rpm. La concentracidsn de




sustrato empleada fue de 10 g/l de CAR (pretratada o <ruda) y el pH
del sistema fue ajustado a 4.8 mediante tampdin citrato 0.1 M.

Comc variables se estudid la temperatura de reaccidén y la razén
enzima:sustrato (E/S) empleada. Se trabajd a 50 y 30 °C yv a razones
E/S de 1:2 y 1:6 (p/p), que correcponden a 16 y 5.3 UFF/g sustratoe
respectivamente. E! volumen de preparade enzimatico requerido se
calculé¢ considerando dichas razones E/S y la concentracidén de
sustrato.

El cursco de la reaccidén de sacarificacidn se siquid mediante
muestrec cada dos horas. Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm.
por 10 min y se analizé azucares reductores por el método del acido
dinitrosalicilico, actividad de papel filtro y actividad de
celobiasa con determinacién de glucosa por el método de glucostat
(Sigma). La concentracidn de celulosa se determind mediante el
método de Effland. Los procedimientos analiticos empleados y las
definiciones de unidades de actividad son los usuales reportados
previamente.

La conversién alcanzada durante la reaccién se expreséd en base a
porcentajes de sacarificacidén (/ S), cuantificado como:

% S

n
°
1)
-

en donde:

AR = concentracidén de azucares reductores
producidos por hidrdélisis enzimatica

ClI = concentracidn inicial de celulosa

El valor de 0.9 corresponde a un factor de correccidn, para
expresar el porcentaje de hidrélisis en base a un valor maximo de
1007 correspondiente a la hidrdélisis total de celulosa a glucosa,
ya que por cada enlace B8 1-4 hidrolizado se adiciona una molécula
de agua.

En la experiencia de sacarificaci6n enzimdtica de CAR pretratada
conducida a 30 °C y E/S de 1:6, se analiz$ el gradoc de adsorcidn de
la enzima a los sélidos durante la sacarificacidn,

Se estudid también la cinetica de inactivacidn térmica de la
celulasa en ausencia de sustratoc a S50 y 30 °cC,

I
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Resultados y Discusién

Las experiencias de sacarificacién se realizaron con CAR pretratada
qQquimicamente y, a fin de analizar el efecto del pretratamiento se
consider & una experiencia testigo con CAR cruda. Se realizd también
una experiencia testigo con CAR pretratada sin adicidén de enzima,
que no produjoe un nivel detectable de azdcares reductores. Por
consiguiente puede afirmarse que el efecto de sacarificacidn es
debido integramente a la accidn enzimdtica.

En la Figura 1, se presenta un resumen de los resultados obtenidos
en las experiencias de sacarificacién enzimatica realizadas a
distintas temperaturas y razones E/S. Laos resultados corresponden
a 30 horas de sacarificacidn, no cbservadndose variaciones mas alla
de ese tiempo.

En la Figura 2, se compara los resultados anteriores, con los
obtenidos en condiciones anAlogas con celulasa comercial de
T.reesei (ENZECO, Cellulase Tv-1000).

En la Figura 3 se presenta los resultados correspondientes a la
adsorcién de la celulasa a los sélidos durante la sacarificacién de
CAR pretratada, a 30 °C y E/S de 1:6.

En la Figura 4 se presenta los resultados de inactivacién térmica
de celulasa de T.aureoviride a 50 y 30 °C, en ausencia de sustrato.

En experiencias a 50 *C, no se observé diferencia en el porcentaje
de sacarificacién final de CAR pretratada cbtenido con razones E/S
de 1:2 y 1:6. En ambos casos se obtuvo un 737 de sacarificacién al
cabo de 30 horas de reaccidén (ver Figura 1). Como es légico, la
velocidad inicial de sacarificacidén fue sensiblemente superior para
la razén E/S de 1:2, decayendo en el tiempo hasta aproximarse a la
velocidad de sacarificacién observada a 30 °C, lo que sugiere un
efecto de inactivacidén térmica.

Con CAR cruda a S0 °C y una razdn E/S 1:6, tanto el nivel de
sacarificacién final (42 %) como la velocidad de sacarificacidn
resultaron sensiblemente inferiores que con CAR pretratada (ver
Figura 1). Ello muestra que el pretratamiento produce un incremento
efectivo en la degradabilidad del sustrato.

En la experiencia a 30 °C con CAR pretratada y razén E/S de 1:6 se
obtuve una baja velocidad de sacarificacidn con un nivel final de
tan sulo 33%. Sin embargo, al aumentar 1a razén E/S a 1:2 se logréd
un nivel de sacarificacidn final por scbre el 85%, muy superior al
ocbtenido en iguales condiciocnes a S0 °C, aunque la velocidad
inicial de sacarificacidn fue logicamente menor. Esto sugiere que
a dicha temperatura 1la <celulasa es inactivada de manera
significativa, 10 que no es sorprendente dado el cardcter
termosensible de las cepas de T.aureaviride.
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A fin de corrobeorar lo anterior se analizd la estabilidad térmica
del preparadc enzimatico de JT.aureaviride, cuyos resultados
mostrados en la Figura 4, confirman lo antericr. A 50O °C, se
produjo una rdpida inactivacidn durante las primeras 10 horas,
estabilizdndose lueaos en un valor cer-cano al 60 % del valor
inicial.

Estos resultados se refieren a enzima libre de sustrato, par 1o que

no pueden predecir nitidamente el comportamiento durante 1la
sacarificacién, debido a la posible adsorcidn de la enzima a los
sdlidos y el efecto de proteccidn por sustrato. De los resul tadoes
presentados en la Figura 3, puede observarse que la enzima es
rapidamente adsorbida al ser contactada con el sélideo, siendo
posteriormente desorbida en forma ar adual durante la
sacarificacién. Esto es afortunado pues durante el pericodo inicial,
donde la inactivacién térmica es mayor, la enzima se encuentra
parcialmente protegida debido a su mayosr nivel de adsorcidén al
sélido en ese pericdo.

No obstante ello, el efecto de inactivacidén térmica a 50 °C es
manifiesto si se le compara con 21 obtenido a 30 °C donde 1la
inactivacidén fue mucho menor. A esa temperatura se observé una
caida .inicial hasta un 90Z de la actividad inicial durante las
primeras diez horas, estabilizdndose luego. Por 1lo tanto 1la
inactivacién fue solo levemente supericr al 10%Z y ocurrid en las
primeras 10 horas, que corresponden al periodo en el cual la enzima
estda aun mayoritariamente adsorbida al s4lido en la experiencia de
sacarificacidon. La estabilidad térmica de la enzima a 30 °C
Justifica entonces los resultados cobtenidos a 30 °C y E/S de 1:2
que aparecen en la Figura 1, donde se cbtuvo el ma&s alto nivel de
sacarificacidén.

Por otro lado debe destacarse de los resultados mostrados en la
Figura 3, que la actividad enzimAtica permanece practicamente
inalterada durante todo el periodo de sacarificacién a 30 °C. Al
comparar aste resultado con el obtenido en la Figura 4 a esa misma
temperatura, puede comprobarse el efecto de proteccién de la
actividad enzimAtica por la presencia de su sustrato sélido, La
limitacién al nivel de sacarificacidn final ebtenido a 20 °C y E/S
de 1:2 (ver Figura 1) estaria entonces dado, no por limitacién
enzimdtica, sino por el agotamiento de la porcidn de celulosa
accesible al ataque de la enzima.

A 30 °C se cbserva una marcada diferencia tantoc en la velocidad
inicial comc en el nivel de sacarificacidp en relacidn a la carga
enzimdtica, lo que puede atribuirse a que se estd trabajando por
debajo del punto de saturacidn de la enzima con sustrato. Igual
cosa ocurre a 950 °C en relaci4én a la velocidad inicial de
sacarificacidn, también mayor a E/S de 1:2. Sin embargo el nivel
final de sacarificacidn es similar, 1o que es atribuible a la
prevalencia del fendmenc de inactivacidn térmica a esa temperatura.




Esto es concordante con resultados vreportados en literatura en
sistemas similares (3).

Los resultados cbtenidos en las experiencias realizadas a una alta
razdén E/S con la cewulasa de T.aureaviride , permiten concluir que
no se advierte un posible efecto inhibitorio de los productos de
reaccidén sobre la actividad enzimatica. La presencia de una alta
actividad relativa de celobiasa en el caso del complejo enzimatico
de T.aureoviride contribuye en este casc a aliviar el posible
efecto inhibitorio de la celobicsa sobre 1a celulasa que es notable
en el caso del complejo celulalitico de T.reesei (4).

En el caso de CAR pretratada, al comparar en la Figura Z los
resultados de sacarificacién abtenidos con las celulasas de
T.aureoviride con los de la celulasa comercial, puede advertirse
que a S0°C y E/S de 1:6 se cbtiene un B5%Z de sacarificacidn con la
enzima comercial de T.reesei (muy similar al valor acbtenidos a E/S
de 1:2, cuyos resultados por claridad no aparecen en la Figura 2),
contra el 73 % obtenido con las celulasas de T.aureoviride. Esto
sin duda puede atribuirse al caracter termoestable de las celulasas
de T.reesei, cuya temperatura dptima de reaccidén es en tornc a S0
*°C, 1loc que no ocurre con la celulasa de T.aureoviride. En 1la
experiencia testigo de sacarificacidén de CAR cruda, en cambio, se
obtiene un nivel de sacarificacién cercanc al 40 % con la celulasa
de T.auregviride, muy por sobre el 12 7 obtenido con la celulasa
comercial de T.reesei.

Lo anterior podria explicarse, dada la actividad xilanolitica
reportada en caldos fermentacidén sumergida de CAR con este
microorganismoc (2). La enzima estaria actuando socbre 1la
hemicelulosa contenida en la CAR (cruda), aportandc de este modo
una maycr cantidad de azucares reductores, lo que ccurre de manera
mucho menos significativa con el preparadc enzimdtico de T.reesei,
de escasa actividad xilanclitica. En este caso seria entonces
necesarioc redefinir el 72 S como:

AR
%28 = 0,9 ———e——e——
HCI + C1
donde: HCI = concentracidn inicial de hemicelulosa

obteniéndose en tal caso también un % de sacarificacidn cercanc al
12 7, aunque con una concentracidén de azicarse reductares 3 veces
superior.,

En el caso de CAR pretratada este efecto no se advierte, dado que
el 7 de hemicelulosa en CAR pretratada es muy pequefc.

Puede concluirse que las pruebas de sacarificacidn con celulasas
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producidas por FSS con J.aureoviride fueron exitosas lograndose un
elevad> nivel de sacarificacién de CTAR a razones E/S de 1:2 y 30
°C. Los resultados en esas condiciones son comparables a los
cbtenidos ¢con un preparadoe comercial de T.reesei a iqual razén E/S
y S0 °C, que corresponde a 1a temperatura dptima para dicha enzima.
La sacarificacién con celulasas de T.aurecviride puede adn ser
optimizada en funcidn de la temperatura de reaccién, mejorande adn
mas los resultados reportados.
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NIDROLISIS EMZIMATICA.

A Car cruda, E/3: L/6, SO7C
9. A Car Trac., ©/8: 176, S0°C
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29 @ Car Trat., E/$= 172, 30°C
g Car trat., E/5= 1/6, 36°C
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Figura #1 : Experiéncias de hidr4lisis enzimdtica realizadas <on
caldos de fermentacidn en CAR cruda y pretratada.




NIDROLISIS ENZIMATICA.
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Figura #2 : Experiencias de hidrélisis enzimatica con «celulasas
arovenientes de cald.s de fermentacién de T.
aureoviride 7-121 (& ,A : y celuiasas comavciales de
T. reesei (0O ,® ) en CAF cruda y pretratada.
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Figura #3 : Actividad de papel filtro presentada en hidrdlisis
enzimadtica de CAR pretratada para E/S=l/& y 30°C.
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I. COMPOSICION PROXIMAL DEL PRODUCTO FERMENTADO Y PERFIL
AMINOACIDICO DE LA PROTEINA

I.1. Composicidén proximal del producto fermentado

Metodologia

La marcha analitica para la determinaci¥dn de la composicidn

proximal de la CAR fermentada fue realizada de acuerdo a lo

informado previamente (ver Informes de Avance N®* 4 y S) en base a

la metodologia propuesta por Effland (TAFPI 60: 143, 1377).

Resul tados y Discusién

La composicién proximal de la CAR fermentada, correspondiente a la

altima experiencia piloto aparece en la Tabla 1, Jjunto con la

composicién de CAR cruda, para efectos de comparacidén.

Tabla 1. Composicidén proximal de CAR fermentada

7 base seca

CAR cruda CAR fermentada
Hidrosoclubles 11.3 43.1
Lipidos 1.1 1.4
Pectinas 8.1 1.5
Hemicelulosa 47.6 7.9
Celulosa 21.5 4.1
Lignina 3.0 11.9
Proteina (Nx6.25) 7.4 30.1

Debe destacarse el incrementoc en hidrosolubles y lignina y 1la
disminucién en pectinas y obviamente celulosa y hemicelulosa.

La reduccién en el contenido de pectinas estd indicando que
T.aureoviride produce pectinasas. Esto se habia advertido
indirectamente a través del cambic de consistencia del medio sélido
en las etapas iniciales de fermentacidn, donde se produce la
liberacién de sustancias que provocan una apariencia pegajosa,
asociada a la liberacidn y soclubilizacidn de sustancias pécticas.

El aumento en el contenido de lignina es bastante apreciable. Esto
es debido en parte al cardcter recalcitrante de la lignina, que
tiende por tantoc a acumularse en el productoe fermentado y a la
presencia de 8 glucanns y otros polisacdridos altamente insoclubles
que confrorman la pared del hongo y que son analizados como
"lignina” de acuerdo al método de Effland. De todos modos, este
elevado nivel de material recalcitrante constituye un problema para
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el productoe ya que incrementa su contenido de fibra, provecande las
dificultades nutricionales destacadas en el punto D de este
informe.

El contenido de celulosa se reduce en un 81%;, lo que es considerado
muy satisfactorio, si se le compara con el nivel de reduccidn de

sole el 67/ obtenido en fermentacidén sumergida de CAR con T.reesei

(Illanes y Schaffeld, Biotechnol. Letters 5¢(3):305, 1983).

La reduccidén del contenidec de hemicelulosa es apreciable,
alcanzandc al 84/Z. Esto debe ser considerado como algo propio de
las cepas de T.aureoviride, donde se ha comprcobadoe una alta
actividad xilanclitica (ver Informe de Avance N®* 6). Sin duda este
aspecto es un antecedente muy favorable para el uso de
J.aureoviride en el enriquecimient> de CAFR, que posee precisamente
un elevado contenido de hemicelulosa. For contraste, las cepas de
Y.reesei tienen una baja capacidad de degradacisn de hemicelulosa,
como lo comprueban los resultados obtenidos en fermentacién
sumergida de CAR (Illanes y Schaffeld, Rev. Arg. Microbiol.
14(2):97, 1982) con una reduccién de solo el 34%Z, lo que hace
necesar io en ese caso un pretratamiento Acido para la remocién de
la hemicelulosa.

El contenido de proteina en el sé4lido aumenta cuatro veces,
alcanzando en esa fermentacidn un tenor final del 30%. Debe
sefalarse que en esta fermentacién se cbtuvo un contenido proteico
inferior al usual entre 35 y 38%. Ellc puede explicarse en razén de
la menor actividad enzimatica producida en esa fermentacién, lo que
fue analizado en el punto G.2.1 de este Informe. Adn considerando
este valor, el increrento del contenido proteico se compara
favorablemente con el obtenido en fermentacidn sumergida de CAR con
J.reesei, donde se obtuve un tenor final de proteina del 287
(Illanes y Schaffeld. cop.cit. 19832)

I.2. Perfil aminoacidico de 1a proteina

El trabajo fue contratado al Dr. Osvaldo Gonzdlez de INTA,
Universidad de Chile y ejecutado en el departamento de Apalisis
Instrumental de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Concepcidn,

Resultados y Discusién
Los resultados del perfil amincacidico de la proteina del producto

de CAR fermentada con T,aurecviride (CAFFTA) se muestran en la
Tabla 1.

Para efectos comparativos se ha indicado el perfil FAO, el perfil
del productoc PROCOFERM ¢ CAR fermentada por T.reesei) y el de una
proteina microbiana praducida en hidrocarburo (proceso Kuwait).




Tabla 1. Perfil amincacidico (g/7100 g de proteina) de la proteina
de CAR fermentada con T.aureoviride (CARFTA)Y, de la
proteina de CAR fermentada con T.reesei, procesc sumergido
(PROCOFERM), de la prateina microbiana de pétroleo,
proceso Kuwait (KUWAIT}) y del patrdén FAOD.

]
AMINOACIDO CARFTA FFROCOFERM KUWAIT FATRON FAD é
Iscleucina 35.90 4.42 4.54 4.00 !
Leucina 6.20 8.17 7.7 7.04
Lisina 4.23 4.45 5.25 4.70 {
Fenilalanina 4.69 4.32 4.28 %
£.08% :
Tirosina S5.46 4.2 S5.23 f
Metionina 3.10 2.62 1.99
‘ , 3.52#% f
Cistina 2.32 4.51 0.23 .
Treoniﬁa 4,22 6.30 7.08 4.00 |
Qalina S.61 7.16 6.42 4.36
Aspartico 8.64 12.66 7.54
Glutémico 11.30 11.26 11.54
Ser ina 7.60 4.43 3.71
Glicina ) 4.393 7.52 16.7S5
Histidina 3.12 2.15 1.99
Arginina 4.39 3.954 4.89
Alanina 3.95 8.61 7.52
Prolina B.68 2.15 3.17
Triptofano N.D. 1.43 N.D. 0.36 |
95 100 100
#* Fenilalanina + Tirosina

* %

Metionina + Cistina




€l perfil amincacidico de la proteina puede considerarse aceptable,
con un buen nivel de aeinocdcidos sul furados, aminodcidos
aromaticos, treonina, iscleucina, leucina y valina. Solamente el
nivel de lisina aparece bajo en comparacidn al patrén FAQ e incluso
levemente por debajo del producte andlogoe FROCOFERM y de 1la
proteina Kuwait.

Debe destacarse que existen diferencias significativas en los
niveles de algunos amincdcidos entre CARFTA y FROCOFERM, no
obstante provenir ambos del wmismc sustrato, lo que indica la
diferencia entre la proteina celular de T.aurexviride y T.reesei.
El hecho mas destacable es el alto nivel de aminocadcidos sul furados
en CARFTA, que esta por sobre el patrén FAO. El nivel de meticnina,
que suele ser deficitario en proteinas forrajeras, es superior al
de las otras dos proteinas de origen microbiano.

En la apreciacidén del Dr. Gonzdlez se trata de una proteina de
calidad aceptable a buena, con un cémputo aminocacidice de 78,
restando por «conocer el contenido de triptofano que no fue
dfeterminado.

La comunicacién del Dr. GonzAlez sobre los resultados obtenidos por
el Laboratorio de Andlisis Instrumental de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Concepcién, aparece en el Anexo 4.
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J. PASANTIA DE INVESTIGACION EN UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA
MOLINA, LIMA, PERU.

Como parte Jdel programa de intercambic de experiencias durante el
desarrolle Jel proyecto, el ingeniers chileno Sr. Christian BRernet
realiz ¢ una estadia de investigacidén en el Laboratorioc de Micologia
y Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La Melina en
Lima, Perg, bajo la supervisidn del Doctor Marcel Gutiérrez Correa.

La estadia se realizé entre el 19 de enero y el 23 de febrero.

El ingeniero Bernet fue unc de 1los responsables de la
implementacidén del fermentadar protatipe en nuestro laboratoric y
participé en el desarrollc de las experiencias piloto de FSS
realizadas con la cepa de T.aureoviride en coseta agotada de
remclacha (CAR). Por ello fue seleccionado para realizar esta
estadia cuyos objetivos eran:

19. Realizar un estudic comparative de FSS de CAR con cepas
mutantes de T.aureoviride producidas por el grupo chileno y de
Y.reesei producidas por el grupo peruano, bajo las condiciones de
inoculacién y propagacidén desarrclladas en el laboratorio del Dr.
Marcel Gutiérrez.

29, Intercambiar experiencias relativas a 1a implementacidén de los
sistemas auxiliares y del sistema de control de los equipos para
FSS desarrcllados.

El primer objetivo fue cabalmente cumplidc, habiéndose obtenido muy
buenos resultados con ambas cepas, lo que puede observarse en el
Informe respectivo, contenido en el Anexo 3

Pudo comprobarse una mayor capacidad productiva en la cepa de
T.aureoviride, lo que ya habia sido demostrado previamente en
nuestro laboratorio.

El segundo objetivo fue logrado solo parcialmente, ya que solco pudo
#realizarse un intercambio de conocimientos y experiencias y
conocer la estrategia y detalles del sistema de adquisicidén de
datos y control adquirido por el grupo peruano, lo que fue de
provecho para nuestro trabajo al regreso del ingeniero Bernet a
Chile. No fue sin embargo posible, operar el sistema durante su
permanencia en Perd, ya que el equipo habia sido adquirido muy
recientemente y estaba ain en etapa de instalacidn, habiéndose
programado la primera experiencia de prueba para el mes de abril.

El informe del ingeniero Sr. Christian Bernet se encuentra en el
Anexo 5.
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ESTUDIO DE TOXICIDAD Y VALORACION BIOLOGICA
DE UN PRODUCTO EN BASE A COSETA AGOTADA DE
REMOLACHA ENRIQUECIDA POR FERMENTACION

CON EL MICROORGANISMO Trichoderma aureoviride

PROYECTO PNUD/ONUDI/DP/RLA 83/003
CONTRATO 91-091G
- ANDRES ILLANES - Coordinador

|
|
DR. OSVALDO GONZALEZ C. M.V.M.Sc. \

INSTITUTO DE NUTRICION Y
TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS
UNIVERSIDAD DE CHILE




OBJET1VOS DEL ESTUDIO

Evaluar la calidad biolédgica ¥y Loxicoldgica del
produclo "Coseta agotada de remolacha, enriquecida por fermenta-

cién con el hongo Trichoderma aurcoviride”. Para este fin se

programaron 4 experimentos diferentes:

1. Estudio de toxicidad subcrénica en ralas.

2. Evaluacién biolégica de la proteina mediante los mélodos de
PER (Protein Efficiency Ratio) y NPR (Net Protein Ralio)

3. Estudio sobre parametros reproductivos en ratas.

4. Ensayo en pollos broiler en crecimiento

Previo al desarrollo del estudio biolégico, la
muestra del producto recibido de la Uriversidad Catélica de
Valparaiso-Ingenieria Bioquimica- se sometié a un andlisis quimi-
co proximal (A.Q.P) que incluyé determinacién de humedad, extrac-
to etéreo, fibra cruda, proteina y cenizas, seglin técnicas del

AOAC. Para proteinas se empleo el factor N x 6.25.

El resultado del A.Q.P. fue el siguiente (g/100 g).

Humedad 7.72
Extracto etéreo 0.84
Fibra cruda 20,32
Proteina 35.31 (N x 6.25)

Cenizas 10.13

ree
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Dietas ulilizadas en experiencia dec toxicidad subcrénica y estu-

dio reproductivo en ratas.

Como base se utilizé una férmula estandar para
ratas de laboratorio (Férmula AIN- NIH7, modificada por Osvaldo
Gonzdlez). Para formular las raciones experimenlales se procedid
a reemplazar parcialmente la cualro fuenles principales de pro-
teina (carne, soya, pescado y leche) por cosela enriquecida. El
reemplazo se efectué rebajando proporcionalmente el aporte de
proteina de los cuatro ingredientes mencionados. La coseta

enriquecida se agregé en las proporciones de

A =16 g/100 g
B= 8 g/100 ¢
C= 4g/100 g
D = Sin coseta. Dieta control

La suma de la proteina aportada por la cosela y
los otros cuatro ingredientes, calculada en base al AQP en el

caso de la coseta y tabular en el caso de la soya, carne, pescado

¥y leche, varié entre 16,01 y 16.14 gramos por 100 gramos.

LN
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FORMULA PARA RATAS (2/100g)

A {16%) B (8%) C (4%) B {Control)
Harina de carne 6.5 7.1 7.7 8.0
Afrecho de soya 6.6 8.7 10.3 12.0
Harina de pescado 6.2 8.5 9.2 10.0
Leche descremada en polvo 2.3 2.7 2.8 3.0
Cuo.ta enriquecida 16.0 8.0 1.0 -
Harina de maiz 32.42 35.02 36.02 37.02
Harinilla de trigo 10 10 10 10
Trigo entero molido 10 10 10 10
Alfalfa deshidratada 4 1 1 4
Levadura de cerveza desh. 2 2 2 2
Aceite de maiz 2 2 2 2
Sal com(n 0.1 0.1 0.1 0.1
Fosfato tricédlcico 1.25 1.25 1.25 1.25
Conchuela finamente molida 0.25 0.25 0.25 0.25
Pre mezcla mineral 0.12 0.12 0.12 0.12

Pre mezcla vitaminica 0.26 0.26 0.26 0.26
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Pre-mezclas de Vitaminas y Minerales

Pre-mezcla mineral

Carbonato de Cobalto

Sulfato de Cobre 3.

Sulfato Ferroso

Oxido de Manganeso
Oxido de Zinc

Yodo (Yodato de Calcio)

Excipiente (Sacarosa) csp

Pre-mezcla vitaminjca
Vitamina A estabilizada (Palmitato o acetato)
Vitamina D3

d-Alfa Tocoferol Acetato
Vitamina K (Menadiona)
Cloruro de Colina

Acido Félico

Niacina

d-Pantotenato de Calcio
Riboflavina

Tiamina

Piridoxina

d-Biotina

Vitamina B12

Excipiente csp

ry
(G

366 mg
662 mg
110 g
55 g
15 g
1.3 ¢

1.000 g

4.700.000 U.1I.
3.900.000 vu.T.
17.000 U.1I.
2.8

476.0

1.9

25.5

m ® g R

16.3
2.9 g
8.5 g
1.5 g
119.0 mg

3.400.0 wmcg

2.000.0 ¢




Contenido de elementos minerales en dieta control (%)

Calcio (g/1000g)
Cobre (mg/1000g)
Fierro (mg/1000g)
Magnesio (g/1000g)
Manganeso (mg/1000g)
Sodio (g/1000g)
Potasio (g/1000g)
Zinc (mg/1000g)

Cromo (mg/1000g)

11 - 11.3
11.1 - 20
330 - 300
1.5 - 1.2
59 - 60
2.8 - 2.1
7.5 - 7.1
57 - 50
0.85 - 1

(*) Datus obtenidos de experiencias previas (2 muestras)

Andlisis quimico proximal (¥)

Humedad
Proteina

Ext. Etereo
E.N.N (x Dif.)
Fibra

Cenizas

ECB.

(*) Datos obtenidos

de

11 - 8.5 %
21.3 - 19.13 %
8.3 - 13 %
49.2 - 46.58 %
4.3 - 5.1 %
5.9 - 7.69 %

4.614 cals/gramo

experiencias previas (2 muestras)

(9]
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1. ESTUDIO DE TOXICIDAD SUBCRONICA EN RATAS

Para este estudio se utilizaron 80 machos Wistar
de 24 a 27 dias de edad divididos en cuatro grupos:
Grupo A, Alimentados con una dieta con 16% {peso/peso) de coseta
enriquecida.
Grupo B, con 8X de coseta enriquecida en su dieta.
Grupo C, con 4X de coseta en la diela, Vv

Grupo D, Control

Todos los animales fueron mantenidos en
condiciones ambientales adecuadas con control de temperatura (18
a 24° C); humedad (45 a 70X de H.R.) y luminosidad controlada con

ciclos de 12-12 horas de luz-oscuridad.

Cuatro grupos de ocho animales, con cada una de
las dietas, fueron mantenidos en jaulas individuales hasta el fin
del experimento. En ellos se efectuaron los controles de peso,
consumo de alimento, recoleccién de muestras de orina y se
mantuvieron hasta los dfas 84 a 90 con el fin de efectuar los
controles post-portem. Las 48 ratas restantes se mantuvieron en

grupos de 3 y 4 animales por jaula y se utilizaron para

observacién sacrificio y necropsia a las 4 y 8 semanas.

Entre los dias 24 y 28; 52 y 56; y 80 y 84 se

controlé consumo de alimento individual.




LI
[ ]

En los dias 28 y 56 se sacrificaron 6 ratas de
cada grupo para efectuar necropsia v deteclar posibles lesiones

macroscopicas.

Durante todo el desarrollo de la experiencia se

observé el comportamientce y el aspecto externo de los animales.

Entre los dias 84 y 90 se tomé muest.ras de orina,

en jaulas metabdlicas, a 6 animales de cada uno de los grupos A,
By Cy a 4 del grupo D. En estas muestras se efectué un
uriandlisis que incluyé densidad, pH, albimina glucosa y estudio

de sedimento.

Entre el dfa 84 y 90 se secrificaron, bajo
anestesia barbitidrica, los 32 machos mantenidos en jaulas
individuales. Previo al sacrificio se les tomé muestra de sangre
con EDTA para hemograma y sangre sin anticoagulante en tubos
Vacutainer para obtener suero y realizar estudio de quimica
sanguinea. En este se incluyé determinacién de nitrégeno ureico, »
glicemia y las enzimas fosfatasa alcalina y transaminasa
glutédmico-oxalacética. El estudio de hemograma y de quimica
sanguinea se efectué a 6 ratas de cada uno de los grupos A, By C
y a 4 del D. A todos los animales sacrificados se les efectuéd
necropsia en busca de posibles alteraciones macroscoépicas. En L

i

estos 32 animales se disecé y conlrolé peso a los siguientes

érganos: higado, riién, bazo, corazén, testiculos, adrenales vy
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tiroides. A 6 machos de cnada uno dec los grupos tralados y a 4
del grupo control se les Loms muestra de higado y rifaén en forma-
lina al 10X para estudio histopatolégico. Ellas fueron procesadas
mediante técnicas histolégicas habituales prepariandose placas con

tincién de hematoxilina-eosina para observacidn microscépica.

RESULTADOS

No se deteclé alteraciones en el comportamiento
ni en el aspecto externo en ningdin animal durante el desarrollo
del experimento. El pelaje se presenté normal en coloracién,
brillo y disposicién. No se observé ningan tipo de secrecién

anormal ni deposiciones alteradas.

En las necropsias efectuadas a las 4, 8 y 12

semanas no se apreciaron lesiones macroscépicas. Los érganos

internos se presentaron normales.




CUADRO N° 1

GANANCIA DE PESO EN RATAS

a) A las 4 semanas

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D {Conlrol)
X 110.75 139.4 138.817 146.5
D.S. 29.40 26.11 41.42 33.91

Diferencia significativa (p <0.05) del grupo A y D. Olros grupos
diferencias no significativas (N.S.)

b) A las 8 semanas

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D (Control)
X 182 200.9 212.25 213.12
D.S. 38.36 39.71 48 .94 49,24

Diferencias N.S.

c) A las 12 semanas

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D (Control)
X 221.88 236.75 239 257.25
D.S. 44.67 41.05 49.8 41.6

Diferencias N.S.
DS = Desviacién Estandard
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CUADRO N° 2

CONSUMO DE ALIMEN (g/dia/100 g de peso corporal)

a) A las 4 semanas

Grupo A (16%) B {(8%X) C (4%) D (Control)
X 7.63 8.58 T7.94 8.74
D.S. 0.83 0.67 0.88 1.9

Diferencia significativa grupo A con B (p <0.05)

b) A las 8 semanas

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D (Control)
X 10.14 10.13 10.05 10.26
D.S. 0.63 0.64 0.80 0.67

Diferencias no siginificativas (N.S.)

c) A las 12 semanas

Grupo A (16%) B {(8%) C (4%) D (Control)
X 9.25 9.45 10.20 9.55
D.S. 0.79 0.63 0.87 0.83

Diferencias N.S.




CUADRO N° 3

PESO DE ORGANOS

a) Higado (g/100 g de peso corporal)

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D (Control)
X 3.47 3.85 3.37 3.49
D.S. 0.24 0.39 0.41 0.30

Diferencia significativa A con B y C con B (p <0.05 en ambos
casos)

b) Rifiones (mg/100 g de peso corporal)

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D (Control)
X 684.5 760.75 724.0 689.4
D.S. 42.48 180.76 92.11 56.6

Diferencias N.S.

c) Corazén (mg/100 g de peso corporal)

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D (Control)
X 296.9 305.5 301 282.87
D.S. 19.5 16.12 11.04 22.8

Diferencia significativa B con D y C con D (p <0.05 en ambos
casos)




CONT. Cuadro N~ 3

d) Bazo {(mg/100 g de peso corporal)

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D (Control)
X 205.75 220.25 212.5 209.25
D.S. 13.68 21.79 15.56 12.02

Diferencia N.S.

e) Testiculos (mg/100 g de pes< corporal)

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D (Control)
X 964.00 887.12 860.88 899.12
D.S. 66.29 54.71 64.27 78.16

Diferencias significativas A con B (p <0.05) A con C (p <0.01) y
A con D (p <0.01).

f) Adrenales (mg/100 g de peso corporal)

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D (Control)
X 12.02 10.26 9.7 10.19
D.S. 1.87 1.11 1.28 1.57

Diferencia significativa A con B (p <0.05); A con C (p <0.02) y A
con D (p <0.02).

g) Tiroides (mg/100g peso corporal)

Grupo A (16%) B (8%) C (4%) D {(Control)
X 9,54 10.22 9.49 9.5
D.S. 1.84 2.31 1.36 1.32 !

Diferencias N.S.




CUADRO N~ 4

RESULTADOS DE HEMOGRAMAS

ESTUDIO O.GONZALEZ

SANGRE

GRUPO E VCM HTO np BCOS

A 6.85 62 43.1 14.4 5327
8.19 56 46.3 15.9 10400
7.99 56 44.9 15.1 8830
7.75 60 47.2 15.4 5703
7.35 61 46.0 16.2 10350
7.19 62 45.3 15.5 6488

B 7.317 64 49.0 16.9 6749
6.73 62 43.9 14.9 6694
8.14 60 49.0 16.3 89117
7.04 61 43.3 14.9 5110
7.40 60 45.0 15.3 7078
7.61 62 47.4 15.8 10366

C 7.20 63 46.0 15.3 6879
7.55 63 50.0 16.3 11450
7.78 62 49.1 16.7 10650
7.64 59 45.2 15.4 9197
8.10 60 48.9 16.6 6799
7.95 59 46.9 16.3 8221

D 7.94 57 45.0 15.3 9096
7.65 58 45.0 15.2 5673
7.26 61 45.3 16.2 7110

RESUMEN DE FORMULAS DENCOCITARIAS (RANGOS POR GRUPO)

GRUPO Neutr.Banda Neulr. Seg Linf. Monoc. Fosi Basof.

% % % % % %
A 0-4 18-38 36-66 4-12 0-1 -
B 0-3 16-29 50-68 8-11 - -
C 1-7 15-32 34-72  8-14 0-1 0-1 J
D 0-3 19-40 38-64  G-12 0-1 - |
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CUADRO N° 5

RESULTADOS DE ANALISIS DE QUIMICA SANGUINEA

QUIMICA
GRUPO Uremia Glicemia F.Alcaliba GOT
A 0.38 0.69 380.5 74
0.32 1.00 453.9 61
0.27 0.19 239.17 100
0.25 1.82 327.4 50
0.31 2.07 363.1 46
0.25 1.32 194.8 53
B 0.44 1.26 501.8 53
. 0.46 1.11 483.5 74
0.42 2.16 864.9 48
0.34 1.86 4194.7 16
0.47 1.82 661.9 54
0.48 2.07 294.8 51
C 0.31 0.26 226.4 68
0.33 0.87 499.8 68
0.45 2.79 26.5 m/e
0.34 0.55 2056.0 74
0.40 1.49 336.6 11
0.47 1.91 261.1 38
D 0.32 1.78 451.9 44
0.31 2.26 548.8 33
0.47 0.99 577.3 50
0.32 0.57 696.7 48

m/e = muestra escasa




CUADRO N~ 6

RESULTADOS DE URIANALISIS

Muestra Densidad pH Albumina Glucosa Sedimento
mg/dl mg/dl

A 1027 6 20 Neg

A 1025 6 30 Neg

A 1022 5 100 Neg

A 1032 5 30 Neg En todas las mues

A 1030 6 30 Neg tras (A,B,C y D)

A 1017 6 30 Neg se encontré canti
dades variables

B 1037 6 - Neg de cristales de

B 1025 1 - Neg oxalatos,eritro-

B 1027 5 30 50 citos (1 a 5 por

B 1022 6 30 Neg campo) glébulos

B 1032 6 -- Neg blancos (0 a 5 por

B 1026 7 30 Neg campo) y escasas

. bacterias (NOTA:

C 1033 6 20 Neg las muestras no

C 1020 5 30 Neg se toman estéri-

C 1022 6 30 Neg les).

C 1020 6 30 Neg

Cc 1025 7 20 Neg

C 1032 6 30 Neg

D 1030 6 30 Neg

D 1028 6 30 Neg

D 1028 6 30 Neg

D 1022 7 30 Neg
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INFORME BIUPSIA

FECHA: 20 Mayo, 1992

ENVIADO POR: Dr, Osvaldo Gonzalez
ESPECIE: Reta EDAD:4 mesesd %0: Machos
MUESTRNS: Hi{ga:d y riv8n

DIAGNOSTICO MISTUPATULOGICO .H y £)

Higado: No se observan lassiones histopatolégicas

Rifbn : Congestion leve

Higado: Tumefaccibn celular leve

RiABN : Tumefsccibn celular leve

Higado: Sin lesiones microscbHpicas

RiA6n : Tumefacciln gelular leve
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8-9

Higado: Tumefaccibn celulsr leve

cibn celular leve

RiALN Congestibn ¥ tumef ac

g-1b
lular mgrcada. En und triada purtal se

eve ¥ tumefaccibn ce

Higsdo: Congestibn 1
gbserva una infiltraciﬁn marcads de células mononucleares con predomi-

ttos y macrbfagos.

nio de 1infoC
Se observan focos

celulsT marcade.

Rrifnbn : Congestlion wodersds y tumefaccibn

de nefritis interstlcinl subsgude.

GRUPO C

Cc-1b
Higedo: Shlo se aprecis un foco de células inflamatoriss mononucleares (1info-
a2 trieds portel. No se observan otras lesiones

citos ¥ macrbfagos) en uf

Ri{AGN Tumefnccibn celuler leve

c-19
oco de necrosis

Higsdo: Tumefaccibn celuler leve. pdemas Se€ presents un f con ' ‘
ativas del tipo macrbfego. Adyacente @ 1e lesibn snte -

célules infiltr
as macrbfage-

en cantidad de celul

rior, 1® triads portal presenta una gr
crbticos en

sprecisn otros focos 1nf1¢mntoriog o ne

linfoc&tnril. No se

sl resto de 18 propnrncibn.

. Congestion ljsve.

RiAbN




c-21

Higedo: Tumefaccién celular leve

RifA6n

: Congestibn leve

GRUPO D (CONTROLES)

D-26

Higado: Tumefaccibn lave

RiAbn : Congestifn leve

0-32

Higado: Tumefacciébn leve

RiAGn

: Tumefaccibn leve

CONCLUSION: Las alteraciones observadas son inespec{ficss, no representsndo le-

siones de importancis y por lo tanto no son atribuibles s problemss
tbxicos. En algunos casos se encontr6 lesiones focales inflamatorias

de pequedo tamafo no relacionadas al tipo de alimentacién.

thlogo Veterinario
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RESUMEN DE RESULTADOS DE HISTOPATOLOGIA

Crupo Congest jén Tumefacion Otras alte- Congent ién Tumefacion
raciones
A J positivan 1 sarcada I con infia- 5 positives 5 positivas
(6 suestras) leve J leves macitn ! negativa 1 negativa
J negativas 2 negativan
[ ] S positivas 4 leves I con (oco he- 4 ponilivas 4 positivas

(6 suvestras)

(6 muestras)

]
(4 muestras)

1 negativa

6 positivas
leves

2 positivas
leves
2 negativas

2 negativas

5 leves
I negnativa

J leven
I negativa

morrégico.
] comn infla-
aacidn

2 con infla-
macidén

2 negativas

4 positivas
2 negativas

2 positivas

2 negntiva

2 negnlivas

3 posnitivas
3 negativas

Z posiilivas
2 negativa

Otress alte-

raciones

1 con infla-
aacibn




La calidad bioldgica de la proleina se determing

mediante métodos de PER de Chapman, Caslillo ¥y Campbel] (1959) ¥

NPR de Pellettl y Young (1980). P'ara eslo se emplearon 3 grupos de

10 ralas de ambos sexos, cepa Wistar y de 21 a 23 dias de edad.

Un grupo fue el conlrol y se alimentd con una dicta r~n base a
caseina por la calidad bioldégica comprobada de esta proteina y su
altla

a.geslibilidad (98%).

Olro grupo recibido 1a dieta con
cosel.a enriquecida como fuente de prolceina. Un tercer grupo
recibié una dieta aproteica. lLas dielas de cascina y coseta

enriquecida fueron elaborados segin la férmula siguiente: protei-

nas 10X; Grasa 10%, mezcla vilaminica 1%; mezcla mineral 3.5%

(Amcrican Tnstitute of NulLrition); celulosa en polvo c.s.p com-

pletar un 5% de fibra y maicena c.s.p. complelar 100. La dieta

aproteica solo se diferencié en que la fuente proleica (caseina

o cosela enriquecida) fue reemplazada por maicena.

El estudio Luvo una duracion de 4 semanas durante

las cuales las ratas se mantuvieron en _jaulas individuales de

fondo cribado, con agua y dieta ad libitum y bajo condiciones

conf.roladas de temperatura y humedad. Semanalmenle se¢ realjizaron

controles de peso e ingesta. La distribucidén de las ralas asigna-

das a cada grupo de estudio se hizo en forma alcatoria ulilizando

un sistema de bloque basado en ¢l peso y distribuyendo las ralas

al azar en cada bloque por cada dielta usada.




",

De acuerdo con ¢l método del NPR, las ralas en

dicla aproleica se mantuvieron por 14 Jdias.

Para ¢l ecstudio de PER se aplico Ia (ormula:

Ganancia de peso {(g)

PER = --->----ommommmm oo = (x 28 dias)
g de proteina ingerida

Para el estudio de NPR se aplicé la férmula:

Ganancia de Peso (g) + Pérdida de peso grupo

. . aproteico (g)
NPR = -----mrrmemmm e - (X 14

g prolcina ingerida

dias)

Los resultados se analizavron estadisticamente

empleando el andlisis de varianza y el test de Duncan.

El resultado del PER para la casecina fue de 3.02 +

0.2 y para la coseta enriquecida fue de -3.77 + 0.3 (negaliivo).

El resultado del NPR para la caseina fue de 4.26 +

0.3 y el de la coseta enriquecida fue de -0.17 + 0.2 (negalivo).




3. ESTUD1O REPRODUCTIVO EN RATAS

Jant A A

Para ech_vsLudio se ulilizaron 27 hembras Wistar
de 40 a 45 dias de edad y pesando entre (12 y 135 g. Se
dividieron en Lres grupos de 9 hembras recibiendo dielas con
coset.a enriquecida en 4, 8 ¥ 16% respeclivamente. Toda esla
experiencia se realizé bajo condjciones eslLandar de vivero con

cont.ro] de temperatura y humedad y con conlLrol de luminosidad con

ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad.

Luego de 20 «dias bajo eslas condiciones las
hembras se pusieron en compaiia de machos reproduclores en
relacién de 1 por cada 3 hembras. Se manLuvieron durante 9 dias,
suficientes para abarcar al menos 2 ciclos estrales en cada
hémbra. Luego se separaron los machos, se conlrold posible
preiiez mediante los métodos usuales de observacién visual de
abultamiento del abdomen y aumento de peso. A medida que se

detectaban hembras preiiadas se colocanban en jaulas individuales

para esperar el parto y efectuar los conlroles correspondientes.

3
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En esta experiencia se conlrolaron

fndicos:

Hembras prena
a) 1. de Fertilidad S smem—mmmme—-—-
llembras cruzadas

Crias nacidas vivas
b) T de Nacimientos vivos T —m--m-—o-ss--——s—-oo---

c) I de supervivencia de 4° dia = ---------------"""""

Crias vivas al deslele
d) I de lactancia T mmmm——mm————o-——-o——o- x 100
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CUADRO N~ 7

RESULTADO DEL ESTUDIO REPRODUCTIVQ

Grupo A (16%) B (&%) C (4%)
Hembras paridas 8] 9 ]
Hembras cruzadas 9 9 9
Indice de fertilidad 89 100 89
Crias nacidas v vas 45 52 42
Total crias nacidas 47 57 43 |
Indice nacimientos vivos 96 100 98
Crias vivas al 4° dia 44 50 12
Crias nacidas vivas 45 52 42
Indice de supervivencia al 4 dias 98 96 {00
Crias vivas al destete 42 50 11
Crias vivas al 4° dia 44 50 42

Indice de lactancia 95 100 98




4. ENSAYO EN POLLOS BROILER EN CRECIMIENTOQ

Para csle ensayo se ulijilizaron 60 pollos broiler
de un dia variedad Hy-l.ine (Champion S.A.) los que se mantuvieron
en piso de viruta con agua y alimentos ad-libitum con temperatura
ambiental de 33 a 38 grados, iluminacién de 14 horas de luz y 10
de oscuridad. Al dia 12 se separaron 36 pollos de peso variando
enlre 279 y 363 gramos. Ellos se disLribuyeron en forma alcalo-

ria en 4 grupos mediante un sistema de bloque basado en el peso.

Cada grupo de 9 aves se mantuvo duranle 6 semanas

con dietas diferentes. Ellos fueron:

Dieta A con 20% (g/100 gramos) de coseta enriquecida.
Dieta B con 10X de cosela enriquecida
Dieta C con 5% de coseta enriguecida

Dieta D control

Como dieta control se usé una férmula probada para
broiler. Para introducir la coseta eariquecida en las otras 3
féormulas se rebajo proporcionalmente las 2 fuentes proteicas
principales (soya y pescado) de manera de hacer isoproteicas las
dietas. También se rebajé el contenido de harinilla de Lrigo en
las dietas con coseta a fin de compensar el conlenido dee (ibra

aporlado por el malLerial en estudio.
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Semanalmenle se conlrolé el peso individual. Para
su estudio se efectud un andlisis estadistico a los dias 14, 28
y 42 se oblLuvo la media (x) y desviacién esLandard (D.S.) pata
cada grupo y los grupos entre cllos se analizaron mediante el

test de student para ver posibles diferencias significatijvas.

En los dias 14, 28 y 42 se controlé consumo de

alimento por grupo.

Con los valores de ganancia de peso y de)] consumo

de alimento se calculé la conversién para cada dieta.

Cuatro aves de cada grupo fueron sacrificadas y
somelidas a necropsia para observar posibles lesiones macroscépi-

cas.

Diariamente se observaba comportamiento, estado
general y aspecto externo de los cuatro grupos de aves. Solo

hubo mortalidad de 5 pollitos la primera semana (previo a la

administracién de las dietas) y 3 de ellas fueron accidentales.




FORMULA DE LAS DIETAS USADAS EN AVES (g/100g)

Dietas A (16%) B (8X) C (4%) D (Control)
Maiz 55.42 57.16 56.73 54.8
Harina de pescado 7.38 10.04 11.37 12.7
Afrecho de soya 15.5 i8.7 20.30 21.9
Harinilla de maiz - 2.4 4.9 8.9
Conchuela 1.2 1.2 1.2 1.2
Avifos (1) 0.3 0.3 0.3 0.3
Pre-mezcla vitaminica (1) 0.15 0.15 0.15 0.15
Pre-mezcla mineral (1) 0.05 0.05 0.05 0.05
Coseta enriquecida 20.00 10.00 5.00 -

(1) Preparados especiales para broilers {AVICOSAN)




RESULTADOS

CUADRO N° 8

CONTROLES DE PESO AVES

a) Al inicio del experimento

Grupo A (20%) B (10%) C (5%) D (Control)
X 316 316 320 320

b) Dia 14

Grupo A (20%) B (10%) C (5%) D (Control)
X 668,89 706,67 727,178 693,89
D.S. 47,81 69,28 86,28 19,65

Grupo A con C: diferencia significativa (p <0.1).

c) Dia 28
Grupos A (20%) B (10%) C (5%) D (Control)

X 1053 1318 1314,4 1311,617

D.S. 69,10 84,48 77,15 72,89
Grupos A con B; A con C y A con D: diferencia significativa (p
<0.001)}.
d) Dias 42
Grupos A (20%) B (10%) C (5%) D (Control)

X 1585 2028,9 2119, 2083,3

D.S. 133,24 113,1 102,9 160,1

Grupos A con B; A con C y A con D: diferencias significativa (p

<0.001)
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CUADRO N~ 9

GANANCIA DE PESO PROMEDIO A LAS 2, 4 Y 6 SEMANAS DE TRATAMIENTO

(g/animal)
Tratamiento A (20%) B (10%) C {5%) D {(Contirol)
2 semanas 352.9 390.7 407.8 373.9
4 semanas 384 612 586 617.8
6 semanas 532 710 805 772
Ganancia acumulado 1.268,9 1.712,7 1.798,8 1.763,7

CUADRO N° 10

CONSUMO DE ALIMENTO PROMEDIO A LAS 2, 4 Y 6 SEMANAS (g/animal)

Tratamiento A (20%) B (10%) C (5%) D (Control)
2 semanas 4717 469 456 447
4 semanas 541 7417 702 753
6 semanas 734 908 9568 910

Acumulado 1.752 2.124 2.116 2.110

30




CUADRO N° 11

CONVERSION (g alimento consumido/g peso -

Tratamiento A (16%) B (8%)
2 semanas 1.35 1.20
4 semanas 1.41 1.22
6 semanas 1.38 1.28
Acumulado 1.38 1.24

Durante el desarrollo del ensayo, las aves de
grupo A (20% de coseta enriquecida en la dieta), presentaron
deposiciones liquidas o semiliquida, plumaje sucio y aspecto de
mal estado fisiolégico comparado con los otros grupos

(arrinconados, poco activos, plumaje erizado en algunas aves).

Dos aves del grupo A y uno del grupo C presentaron

malformacién de las patas con desviacién leve tipo perosis.

No se pordujeron muertes esponléneas con njnguno de

los grupos.




Resultados de las necropsia en aves

Grupo A

Grupo B

Grupo C

Grupo D

Aves de bajo peso. Zona pericloacal sucia con
deposiciones oscuras, color verdoso y cafesoso.
Depésitos grasos escasos. Huesos resblandecidos.
Contenido de ciego abundante y de color oscuro, dis-

tensién cecal. Tres aves presenlaron enterilis

catarral leve.

Aves con organos internos normales. Solo un ave
presenté distensién cecal con contenido de ciego,
liquido oscuro. Todas las aves de este grupo pre-

sentaban depdésitos grasos disminuidos o escasos.

Aves con 6rganos internos normales. Escasos depési-

tos grasos.

No se aprecian lesiones macroscoépicas

No se apreciaron lesiones macroscodépicas, érganos

internos normales. Depositos grasos regulares (no

abundantes).

N
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DISCUSTON DE LOS RESULTADOS

En la prueba de toxicidad subcrénica se puede ver
que practicamente no hay diferencia en la respucsta de los
animales frente a los niveles de 4 y 8% de coseta enriquecida
incorporada al alimento. Sélo hay diferencias en gencral de bajo
significado estadistico como por Ej. Ja menor ganancia de peso
del grupo A (nivel 16%) a la cuarta semana {Cuadro N° 1) y unas
diferencias variables en el tamano de algunos érganos (Cuadro N°
3) pero sin que se evidencien alteraciones morfo-funcionales.
En general, podemos observar que las diferencias implican al
grupo A o sea el que recibié mayor cantidad de coseta incorporada
a la dieta. Lo mds significativo que se observa cs la diferencia
repetida en el tamafno de las glandulas suprarenales cuando se
compara el grupo A con cada uno de lJos otros grupos. Este
aumento de tamafio nos puede indicar que estamos frenle a un
inicio de alteracién general. Es sabido que las adrenales son
érganos de choque frente a estados de estress, agresién o cambios
que puedan alterar el funcionamiento normal. En esta sjtuacidén se
produce una alteracién del eje hipot.dlamo-hipofisis, que también
puede explicar lo observado en el tamano testicular. Ullimamentle
se han publicado trabajos que relacionan estado nutricional con
desarrollo testicular especialmente en la linea germinativa a
expensasde la linea espermiatica. Fn la parle funcional, (ver

estudio reproductivo) no se observéd alteracién alguna.

-
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Los estudios de efeclos nutricionales, como
consumo de alimento y ganancia de peso demuestran inocuidad en

los niveles empleados.

Los estudios de hemograma, urianalisis y quimica
sanguinea, asi como los de histopatologia, no revelan anormalidad
en ninguno de los grupos. Una excepcidéon la constituye los
resultados de la fosfatasa alcalina la que aparece muy elevada
para todos los grupos, incluido el control. Este resultado se
nos ha repetido en estudios anteriores. Las ratas Wistar,
empleadas en este caso, nos han arro.jado frecuentemente valores
sobre lo normal que menciona la literatura (135 a 180 U. como
limite superior del rango). En esta oportunidad no Lenemos
éxplicacién y s8élo debe revisar las Lécnicas y condiciones de

muestreo utilizadas por nosostros.

La conclusién que podemos sacar de esla parte del
estudio es que la coseta enriquecida no demostré efectlos toxicos
al ser adicionada al alimento de ratas en niveles de 4 yv 8% y
que, aparentemente, al 16% estamos en un nivel marginal sobre el

cual pudieran aparecer manifestaciones téxicas.

El estudio sobre la valoracién biolégica de la
proteina es distinto. Los resultados son completamente negalivo
ya que los niveles de proteina incorporados a la dieta de ratas

en crecimiento no fueron suficientes para susientar un

w
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crecimicnto minimo y los animales en c¢xperimento Lerminaron en
malas condiciones. Todo esto no significa gque el producto sea
téxico ya que el concepto de toxicidad estia muy relacionado con
el de désis. Las razones del resulltado negalivo cn este caso

pueden ser varias:

a) Para aportar un 10X de proteina a la dieta- como es lo que
se utiliza en los PER y NPR- hubo que preparar una f[dérmula
que llevaba sobre el 30% de cosela enriquecida. Esto signi-
ficé elevar de partida el contenido de fibra de la dieta por

sobre el 5% usual de las raciones usadas para PER y NPR.

b) El contenido real de fibra tiene que ser superior al que
calculamos baséndonos en el A.Q.P., pues la delerminacion de
fibra cruda subestima el verdadero contenido de los alimen-
tos. Ademds el alto contenido de cenizas puede contribuir
aumentar el efecto fibra por la presencia de elementos

minerales inertes no absorvibles.

c) EL verdadero contenido de proteina de la coseta enriguecida
puede estar falseado ya que es muy probable que el producto
empleado contenga un porcentaje significativo de compuestos
nitrogenados no proteicos como dcidos nucleicos, algin
sustrato nitrogenado usado en la fermentacién (?), metaboli-

tos microbianos, etc.

3%




d) FEl valor biolégico de la proteina de la coscta enriquecida

puede no ser muy elevado.

En el caso del PER y NPR se¢ pone un animal en
etapa de maximo incremenito en crecimiento frente a un nimino de
proteina suficiente para oblener el maximo de aprovechamiento.
En este caso los factores senalados son mis que suficientes para

producir el efecto observado.

Los ensayos sobre reproduccién en ratas no
necesitan mayor comentario ya que son autoexplicativos (Cuadro N°
7). Cualquier indice sobre novenla es considerado bueno o normal

para cualquiera de los parametros esludiados.

El hecho de que las hembras hayan mantenido su
fertilidad, nos sugiere que la coseta enriquecida no afecta el
funcioramiento ovarico y todo el mecanismo gestacional como la
implantacidn. Las crias recién nacidas se vejan activas y con
vitalidad normal y llegaron al periodo de destete sin alteracio-
nes en su desarrollo lo que nos indica que a los niveles emplea-
dos tampoco se alecté la lactancia. Puede llamar la atencién la
baja cantidad de crfas nacidas pero se traté de hembras primipa-

ras cuyas camadas son generalmente reducidas.

La experiencia en broiler quizds sca una de las

més interesantes y explicativas. Con niveles de 20% de coseta




enriquecida en la dieta se presentaron alleraciones paloldgicas
importantes. Aumentd e] consumo de alimento, disminuyd la
conversidon y se presentLd relraso en crecimiento de las aves
{Cuadro 8-9-10 y 11). l.as necropsias de las aves estudiada
también hace aparecer al contenido de la fibra como responsable
de los efectos encontrados. Ello puede provocar un aumento del

transito instestinal y fallas en la absorcién de los nutrientes.

Todas las evidencias hacen aparecer a la fibra
(ademds de la probable ayuda de las cenizas) como las culpables

del efecto tdéxico observado.

En los grupos con 5 y 10% (C y B respectivamente)
se observé completa normalidad y, mds ain, el grupo con 5% tuvo
mejor respuesta productiva en ganancia de peso y conversién al
compararlo con el grupo B (10%X) y el D (Control). Aparentlemente a
ese nivel habria un efecto benéfico del producto estudiado,
quedando establecido enlre 10 y 20% el limite entre la inocuidad

¥y la toxicidad de la coseta enriquecida.

Como conclusidén final se puede decir gqgue la
evidencia experimental indica que el l{mite entre inocuidad y
toxicidad del producto analizado esta entre el 10 y el 20 por
ciento y que los efeclos observados son sugestivamente
atribuibles al alto contenido de fibra mds un posible efecto de

los elementos minerales presentes.




RECOMENDACIONES

Seria altamente convenientle efectuar algunas
determinaciones para caraclerizar mejor el producto. Entlre ellas
vale la pena mencionar:

- Aminograma

- Determinacién del conlenido de dcidos nucleicos y oxalatos.

- Determinacién del conlenido de sustLancias nitrogenadas no
proteicas.

- Obtencién de un aislado proteico para caraclerizar la proleina.

- Ensayo de PER y NPR con aislado proteico o en combinacién con
fuentes proteicas excentas o bajas en fibra.

- Caracterizar el contenido de elementos minerales.

- Efectuar ensayo piloto en Broiler y/o cerdos para caraclerizar

posible efecto benefico detectado a nivel del 5%
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DESCRIPCION DEL SISTEMA DE ADGQUISICION DE DATOS

Se describe a continuacidn el sistema de adquisicidén de datos
seleccionado y, para efectos de comparacidn, se incluye 1la
descripcidén de otras dos alternativas que fueron descartadas en
razdn de su mayor costo y menor flexibilidad

1. Configuracién seleccionada
El sistema de adquisicidn de datos seleccionado esta constituido

basicamente por dos partes: el hardware y el software. Dentro del
hardware se pueden distinguir los siguientes elementos:

Fanel de adquisici4n de datos
—~ Computador MITAC, procesador 80286 (ya adquirido)
- Paneles terminales

— Sensores

Inter fases

" El software, por otro lado, estd disefado tanto para la adquisicidén
de datos como para el control del sistema, ademids de permitir el
desarrollo de programas orientados a las necesidades especificas.
A continuacidn se especifica las capacidades del software manejado
via mena:

~ Despl iegue de datos numéricos en formato de tabla
~ Despl iegue de datos en tiempo real en el diagrama de procesos
- Control seleccionable automdtico o manual

- Despliegue de valores presentes, mdximos, minimos, promedios y
diferencias de entradas analagas

- Despliegue de estados digitales 1/0

- Graficacidén de datos en tiempo real y set points

- Cambio de los canales desplegados en el grafico y visualizacidn
instantanea de todos los datos acumulados hasta el estadao
presente

- Control ON-OFF cuando las entradas caen fuera del rango

seleccionado, tanto de set-points como a intervalos de tiempo
definidos




-~ Fueden ser programadas salidas analdgicas para funcicnes tipo
rampa, salto y mantenimiento, inarsasndo para ello el punto
inicial y final de cada segment:c

El panel de adquisicién de datos, constituyente del hardware, posee

una resalucién de 12 bits, 16 canales o entradas analdgicas y 16
1/0 digitales. Ademds, este panel acepta entradas analdqgicas desde
2 mV a 10 V a una velocidad de 1000 muestras por segundo. Los

rangos de entradas seleccionables por software son: +-25 mV, 50 mV,
+-250 mV, S00mV, +-5 V, 10 V; +-1 mA, Z mA, +-10 mA, 20 mA y +-50
mA. Este sistema se caracteriza por poseer un modo autorequlable,
que entrega la mejor resolucidsn para cuwalquier seral dada.

Asociados al panel o tarvjeta de adquisicidén de datos, que es
insertada directamente al computador, esta el panel terminal, que
es donde se conectan directamente laos sensores. Este panel acepta
ocho entradas analdégicas y configqura igualmente ccho 1/0 digitales.

El sistema de adquisicidén de datos esta adaptado para la lectura
divrecta, usando como senscres termocuplas, RTD y, en general,
voltajes continuos de baja impedancia.

El panel 'de salidas analégicas es adecuado para el control de
circuitos analdgicos de set-points y para la generacidén de
" funciones tipo rampa, saltoc y mantenimiento. Este panel esta
disedado para ser usado en conjunto con el de adquisicidén de datos,
descrito previamente.

El panel seleccionado tiene cuatro salidas analdégicas de 12 bits de
resolucidén. Posee cuatro rangos de salida: 0-5 V, 0-10 VY, +- 5 V vy
4-20 mA y ocho 1/0 digitales.

Las variables a ser sensadas y reqistradas en la FSS se listan a
continuacidn:

Variable N° de senscores Necesidad de inter fase

Temperatura lecho sélido 5 No
Temperatura bafio térmico 1 No
Temperatura aire entrada 1 Si
fermentador

Humedad relativa de aire 1 Si

De acuerdo a lo antericr, se hace necesaria la construccidn de
inter fases para la adecuacidn de las sefales en cuestidn, Esto seré
ejecutado en conjunto con la Escuela de Ingenieria Eldctrica de la
Universidad Catélica de Valparaiso.
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2. Otras Configuraciones
Existen otras dos alternativas de sistemas de adquisicion
de datos, cuyas caracteristicas se detallan a continuacion.

La parte del hardware estA constituida por:

Unidad central remota de =dquisicion de datos.

Computador MIT *C, procesador 80286

Interfase RS-232-C, coneccion a puerto serisl,

t

Sensores

Interfaces condicionadoras de seiial.

La unidad central remota de adquisicién de datos (MAC-14)
cotizadn posee 48 canales de entradas analdgicas, '1a§ .cunles
estan programadas por separado, permitiendo la lecturn de las
distintas clases de sefiales simultaneamente.

La unidad, en principio, lee entfqdas de voltage; luego,
para permitir 1la lectura de sensores tales como termocuplas,
KTD, y transmisores existe la opcidn (incluid» en 1a 1ista de
items) de un paquete condicionador de sefial,

Este sistema de adquisicion de datos coniigura 1l entra-
das binarias, lo que permite el monitoreo del estado de vilvu-
las ONAOFF o switches, ademas permite 1a medicion de flujo y
rpm mediante el conteo de pulsos, Por otro lado, 1a unidad con-
figura L0 salidas tipo TTL que permiten el control de alarmas
externas u operaciones de proceso. En este sentido es posible
acoplar relds opcionales (no incluidos en La lista) que otor-
gan una mayor capacidad de control.

La unidad central remots lee voltajes en el rango de O =~

10 Volts y corriente en 1os rangos 4 = 20 mA o 0 - 50 mA

O
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Memas posee una resolucion de 16 bits y las entradss de sefin-

les deben ser de baja impedancia (1U000 Mohms).

Por otro lado, la parte del software, estid constituida por

los siguientes paquetes:

Software guiado por menu

Soitaware para condicionamiento de sefial. ( x )

Softwore de manejo de impresora. ( = )

Software para banda de registro. ( x )

Software para graficas de tiempo real

( = ):_Estos itmes son instalados en fabrica.

Todos estos programas constituyen un solo paquete que

permite:

Desplegar datos e forma numérica, graficos de berra u otros
formatos,

Desplegar 1, 4, 8 o 16 graficos a 1la vez.

Facil monejo debido a menus de ayuda implementados para guiar
al usuario por el sistema en 1la puesta en marcha.

Proveer referencias de temperatura y linearizacibén parn termo-
cuplas y rangos de escala para otros sensores,

Otorga voltajes compensados pars medicliones con RTD,

Capacidad de impresidén simultinea con el despliegue en

pantalla,

v




La interfase RS-232-C permite conectar 13 unidad de ad-
quisicion de datos al puerto serial del computador heciendo
factible ubicar la unidad hasta 1000 pies del computador,

Por otro lado, 1la unidad remota lee sefinles provenientes
de sensores de bajn impedancia, lo cual hace necesario cons-
truir interfaces, en caso que se requiera, para comnatibili-

zar, al igusal que el sistema descrito =anteriormente.

La tercera alternativa esti constituida por .13 unidad
base del sistema de adquisicion de datos y control HP 3421-A
comercializada por 1la Hewlett-Packard. Est» unidad lee hasta
30 canales de entradas, permitiendo 1a lectur~ de sefinles en
VCC, VCA, Ohms en 2 y 4 hilos, frecuencis y temperatura. También
lee y escribe informacion digital y almacena sobre 30 lecturas
analégicas, La unidad HP 3421-A posee l=zs siguientes c-racte-

risticas incorporadas:

- Convertidor analogo/digital integrador de digitos

- Contador incorporado

-~ Compensacién para termocupla.

- Linaerizacibn para termocupla tipo T incorporado

- Buffer de slmacenamiento de 30 lecturas

- Display de 30 canales con indicadores de poder y error:s
- Calibracién electrénica.

- Bateria recargable

- Set de comando de alto nivel

U




Los r-ngos de lns sefiales que lee la unidad son 300 mV, 3 V
30 V, 300 V y un modo de autocalibracion que ajusta la sefial del
sensor a 1la mas aprooiada. La velocidad de muestreo es de 2 a
35 lecturas/segundo,

Las opciones incluidas en los items de 1~ cotizacién son:

- Modulo multiplexor de 8 canales con actuador de 2 c-nales.

- Modulo multiplexor de 9 cansales con actuador de 1 crnal.

Estas dos tarjetas son instaladas en la unidad base,configuran-
do el sistema de adquisicién de datos para la lecturara través
de 17 canales analdégicos con capacidades de control dadas por
3. salidrs analdgicas programsbles,

El sistema en su totalidad no incluge un paquete de pro-
gramas que permita el manejo del sistema via computador. Para
eldo es necesario desarrollar un software ndecuado por el usux

rio.




El] sistema de adquisicidn de datos seleccionado y descrito en el
punte 1, satisface plenamente los requer imientos del proces: de
FSS, dejandc incluso una cierta potencialidad para aumentar el
namero de sensores © variables a sensar. En razén de ella se ha
snlicitade a la Oficina PNUD Santiago la adquisicidn de este

sistema (ver cotizacidn adjunta de W. Reichmann para equip> Cole-
Farmer).
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En el ultimo informe de avance (1981} reportamos el aislamiento

de una mutante de Trichoderma aureoviride 6-14-11. Esta cepa

produce, en cultivos sumergidos con celuliosa microcristalina
como unica fuente de carbono, muy buenos niveles de todas las
enzimas del complejo celulasa. La mutante 6-14-11 ademas presanta
la caracteristica de ser parcialmente resistente a la represion

catabélica ejercida por glucosa. Se demostré que, en presencia

del represor T. aureoviride produce niveles enzimaticos gque
alcanzan un 50% a un 60% de los producidos en condiciones

desreprimidas.

Resul tados preliminares informados en el informe anterior,
indicaban que esta mutante es capaz de crecer a 35°C, tempsratura
a la cual la cepa parental 7-121 ni la cepa silvestre son capaces
de hacerlo. Estos resul tados hacfan presumir que la cepa 6-14-11,
ademads de ser hiperproductora de celulasas vy parcialmente

resistente a represién catabdlica, es termotolerante.

En el presente informe se reporta la produccién de celulasas y
xilanasa al cultivar el hongo a 33°C. Se describe ademas una
nueva mutante, de séptima generacién, aislada por su capacidad de

crecer y producir enzimas a 33°C.
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Materiales y Métodos

Microorganismo.- Se utitizeo Trichoderma aureoviride cepa

silvestre y las mutantes 7-121 y 6-14-11. EIl aislamiento y las
propiedades de estas mutantes fueron descritas en informes de

avance anteriores.

Induccién y seleccién de mutantes termotolerantes.- Se sometio

una suspensibén de 5%10’ esporas de T. aureoviride 6-14-11 a la

accién de un mutidgeno quimico, nitrosoguanidina, durante 40
minutos con agitacién a 35°C. Las esporasv sobrevivientes se
sembraron en placas de agar papa dextrosa con la adicién de O.1%
Triton X-100 y 0.4% sorbosa. Las placas se incubaron a 35°C
durante 3 a 4 dias hasta la aparicion de estructuras
fructificantes. Todos los clones capaces de crecer a 35°C fueron
replicados en quintuplicado al medio de seleccién con 10 g/l de
celulosa amorfa. Las placas se incubaron a 35°C durante 3 a 4
dias y luego a 50°C durante 18 horas con el objeto de acelerar la
accién de las celulasas. Se seleccionaron aquellas colonias que
presentaban mayor crecimiento que la cepa parental, medido en
funcién al diametro de la coloania, y que ademas presentaron halos

de hidrélisis de mayor diametro que la cepa parental.

Produccién de celulasas en medio liquido.- Los métodos utilizados
para la produccién de celulasas en matraces agitados y la
determinacién de actividades enzimaticas fueron descritos en
informes de avance anteriores. La unica condicién de cultivo que
se modificé en esta etapa, fue la temperatura de incubacién de
los matraces, que para los datos presentados en este informe

corresponde a 33°C.




Resul tados

Determinacién de la termorolerancia de T. aureoviride 6-14-11.-
Uno de los objetivos a cumplir durante esta etapa era 1la
obtencion de unpa mutante termotolerante, capaz de crecer y
producir celulasas y hemicelulasas a temperaturas superiores a
30°C. La necesidad de una cepa termotolerante surge del proceso
de fermentacién sélida en que !a distribucién de calor en el
reactor no es enteramente uniforme por lo que se producen zonas
en que la temperatura es supericir a la que es capaz de tolerar la
mutante 7-121.

En el informe de avance anterior se reportaron reasultados
preliminares que indicaban que la mutante 6-14-11, aun cuando no
fue aislada por su capacidad de crecer a temperaturas mas altas,
era capaz de crecer en medio de cultivo so6lido al incubar las
placas a 35°C. Mas aun, las colonias se mantenfan viables luego
de incubar las placas durante 18 horas a 50°C. Las cepa silvestre

y 7-121 eran incapaces de crecer a temperaturas superiores a
33°C.

Induccion y seleccién de mutantes termotolerantes.- Con el objeto
de cuantificar la produccion de celulasas y hemicelulasas por |la
mutante 6-14-11 a 33°C, se cultivo este hongo en medio |iquido de
Mandels con 7.5 g/1 de celulosa microcristalina como fuente de
carbono y 0.94 g/l da urea como fuente de nitrégeno. Los matraces
se incubaron con agitacién orbital a 33°C durante 15 dfas.
Periédicamente se tomaron muestras, se centrifugaron, y en los

sobrenadantes se determinaron 1las actividades enzimaticas vy

prote{ina soluble,.

Los resul tados se muestran en las figuras 1, 2 y 3. Se observa
que la produccién de endoglucanasa, FPA, celobiasa, xilanasa y
proteina soluble por la cepa 6-14-11 en estas condiciones es 50 a
160% superior a aquella de la cepa 7-121. Cabe sefialar que Ila
produccién de todas las enzimas por ambas cepas se ve retrasada a

33°C respecto a lo observado a !a temperatura habitual de




fncubacidon de 28°C, lo que hace necesario prolongar el cultivo
hasta los 15 dias. Las enzimas alcanzan niveles detectables entre
el cuarto y sexto dfa de incubacion mientras que a 28°C se

observa produccién enzimadtica ya los dos dias de cultivo.

Aun cuando T. aureoviride 6-14-11 es mas termotolaerante qua su

cepa parental 7-121, 1los niveles enzimaticos producidos a 33°C
son inferiores a los producidos a 28°C. Se decidié¢ entonces
utilizar 1a mutante 6-14-11 como cepa parental para una nueva
mutagénesis con nitrosoguanidina, wutilizando como criterio de
seleccién de mutantes la habilidad de c¢recer y de producir

celulasas a 35°C.

Se seleccionaron siete clones capaces de crecer a 35°C y de
producir halos de hidrélisis de la celulosa de mayor diametro
quae aquellos de la cepa parental. Todos estos clones se
cultivaron a 33°C en medio 1l{iquido con en objeto de cuantificar
su produccién de celulasas. Sélo una de estas mutantes,
dénominada 7-23-9 produjo niveles enzimaticos significativamente
superiores a los producidos por 6-14-11 en las mismas

condiciones.

La figura 4 muestra los resultados de endoglucanasa y de FPA por
ambas cepas. Se puaede observar que la endoglucanasa se comienza
a producir a los cuatro dias de cultivo y que alcanza a los 10
dias 48 U/ml, es decir un 40% superior a 1|Ia cepa parental. Se

obtuvo un resultado semejante en la FPA en que a los 10 dias el

nivel enzimAtico es de 0.78 U/ml, un 50% superior a la parental
7-121.
En la figura 5 se muestran los resultados de celobiasa y

xilanasa. Se ooserva que a los 10 dias de cultivo los niveles de
celobiasa son muy superiores a los de 7-121, lograndose un
aumento de 100%. Con respecto ala xilanasa, se logré sélo un

pequefio aumento de 22%.




La figura 6 muestra los resultados de produccion de proteina

soluble. Se observa que se logré un incremento de 40% a los 10

dias de cultivo.

La tabla resume los resultados de la produccion enzimatica a
33°C por las cepas 7-121, 6-14-11 y 7-23-9, y se las compara caon
las enzi ‘s producidas por 6-14-11 a 28°C. Se observa que la
nueva mutante produce a 33¢°C niveles enzimaticos
significativamente superiores a aquellos producidos por 7-121 .y
por 6-14-11. Al comparar estos niveles con un control de 6-14-11
a 28°C se aprecia que, aun cuando la nueva mutante 7-23-9 es
parcialmente termotolerante, la produccion de celulasas llega a

s6lo un 50% de los niveles alcanzados por la cepa parental a
28°C.

Los resultados mostrados permiten concluir gque es posible obtener
mutantes termotolerantes, capaces de crecer y producir enzimas
celuloliticas a 33°C. Cabe destacar que, aunque no se logré
alcanzar un nivel éptimo de enzimas a temperaturas superiores, T.
aureoviride es un hongo que se puede someter a mutagénesis
quimica y lograr mutantes estables. Es posible predecir que 1la
nueva mutante podrad ser sometida nuevamente a tratamiento con

mutidgeno para la obtencién de mutantes con mayor termotolerancia.
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FIGURA 3
PROTEINA SOLUBLE

U

_t —

' - X
-~ S
24 "
4 -
ST

B PUSUN RGP U, | S | ..
6 8 10 12 14 16

Tiempo (dias)

[ “F-T7-121 - 6-14-11




ENDOGLUCANASA

U/mi
60— — -~ - -

40— - - -

)

20f—--— -

U/mi

10f——-—--- -

— L.

FIGURA 4

¢--

Tiempo (dias)

FPA

08—
6 —— 77 TTe
0,6} |
(] . ®
0~ - o T m—
v e
0.4 - . e /.-‘~
d e
/s -
0,2}—- - - ~° o
r/ .
e
Qb e e o ' ' N

o 2 4 6 8 10

Tiempo (dias)

6-14-11

B U

4 6 8 10

~ 7-23-9

12

14 16




4 b e e — - -

FIGURA S

CELOBIASA

/ -n’f

S

on- » P Lo SRR AN
o 2

4 6 8 10
Tiempo (dias)

XILANASA

12

4 6. D 10
Tiempo (dias)

l ¥ 6-14-11 » 7-23-9

12

Y] RERL

14 16

PR 4

14 16




FIGURA 6
PROTEINA SOLUBLE
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Efecto de lta temperatura de cultive
xilanasa por T. aureoviride, cepa silvestre y mutantes.

sobre !la produccibn

de celulasas

CEPA EG FPA B-glu Xilanasa Proteina
U/al U/ml u/ml U/ml ag/nal
®5-14-11 61.1 1.21 11.4 13.2 1.61
silvestre 6.2 0.12 0.9 1.4 0.21
1-121 22.7 0.36 1.8 2.6 0.40
6-14-11 35.0 0.50 3.25 5.6 0.56
7-23-9 46.6 0.78 6.3 6.6 0.74

Actividades enzimiticas determinadas en filtrados crudos a los 12 dias de
cultivo a 33°C en mdio de Mandels modificade con 7.5 g/l de Sigmacell.

* : actividades enzimaticas producidas por la cepa 6-14-11 a

28°C.

EG : Endoglucanasa

FPA : actividad sobre papel filtro

B-glu: B-glucosidasa o celobiasa
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Santiago, 12 de Juinio de 1992.-

Profesor.

Andrés Illanes

Vive Rector. Universidad

Catdlica de Valparaiso

FAX Nr. 56(32) 212746
56(32) 233393

Estimado Prof. lllanes:

Adjunto le estoy enviando los resul tados
del anBlisis de aminoicidos efectuados en la Universidad de
Concepcidn por el Dr. Dietrich von Baer.

A continuacifn le hago un resumen compa-
rativo con el patrbén FAO con un breve comentario.

: De los resultados envisdos por von Baer
se puede deducir que es necesario caracteyp{zar en detalle el
contenido nitrogenado de la muestra analizpdn.

o saluda atte.

SN

) tvaldo Gonzalez

\ INTA-U. de Chile
- PAX Nr. 2214040]

“'-a—_-'—’—-—".--.-—-————-—_-—.—.“—-——h—--.—————

Andlisis comparativo de ls Coseta Enriquecida con e} patrdn FAO

_____ e _Patrbn FAO Coseta Enriquecida
AMINOACIDO mg de aa © g de aa
/1 g de N /100 g Prot. g/ 100 g de Prot.

1SOLEUCINA 250 4,00 5.9

LEUCINA 440 7.04 6.2

LISINA 340 5.44 4.23
FENTLALANINA 380 6.08 4,69 10.15

+ TIROSINA 5.46
METIONINA 220 3.52 3.10 5.42

+ CISTINA 2,32

TREONINA 250 4.00 4.22
TRIPTOFANO 60 0.%6 N.D.
VALINA

310 R 5.6

11




N.D. + No ee determiné.

De acuerdo con la composicifn aminoacidica de la proteina

( ein tomar en cuenta la falta de datos sobre triptofano)

s¢ ve una proteina que pudiera ¢2r de calidad aceptable

o buena. Su computo aminoacidico estarfa alrededor de¢ 78.




UNIVERSIDAD

FACULTAD DI FARMACIA — DEPTO. ANALISIS INSTRUMENTAL
TELETONO 55-43-324953. ANLXC 3331 « TELEX 2€000¢4 TEUCO CL - FAX $5-4)-246280
CASILLA 237 — CONCEPCION (CHILE:

DE CONCEPCION

——— o & .

Concepcion, 3 de Junio de 1992

SeMors

Marcels Agueyo R.

INTA Universiged de Chile
FAX: 02-2214030

Estimado Prof. Aguoyo:

Con respecto o) andlisis de eminodcidos soliciiedo
por Ud, cuyos resuliedos adjunto, me cebe sefslor que ésle nou hebis sido
informedo, debido & que se repitid y 16¢ dos veces se obluvs un porcentsje
de recuperacién muy bejo (~ 26 - 30 % ), en circunstencias de que oS
porcentejes de recuperacion deben ester segin 1o esteblecido por ADAC
entre 85 - 105 % y luego se normalizen o 95 . Le primera ve2 pensemos que
pudrie heber habido un problems en le hidrélisis, pero se repilid, dendo un

Anblisis de 16 Composicién de Aminoécidos en Herine de Levadura
cultivads en Cosete de remolechs ~ MUESTRA INTA

Aminobcidos muestra 1 mussire! Promedio
g/1009 Prot. 0/100g Prot. 0/1009 Prot.

ASPARTICO 8,51 8,77 6,64
GLUTAMICO 12,02 11,76 11,90
SERINA 6,04 7,18 7,60
GLICINA 523 4,76 4,99

I HISTIDINA 3,34 2,90 3,1¢

| ARGININA 4,20 4,59 4,39

|  TREONINA 4,13 4,50 4,22

i ALANINA 3,9 3,94 3,95
PROLINA 8,53 6,62 . 8,68
TIKOSINA £,24 5,66 5,46
YALINA 5,72 5,50 5,61
METIONINA 3,05 3,1% | 3,10
CISTINA 2,39 2,26 ;2,32
ISOLEUCINA 5,94 5,87 | 5,90
LEUCINA 6,1 6,21 6,20
FENILALANINA 4,74 4,64 4,69
LISINA 3.7 4,70 4,23

9 9% .....1._.9 J

Observacion: Los eminodcidos azufrados toteles, ( Melionine, Cisting) no se
determineron con oxlducidn per (0 mine, sinu s0lu cun hidi Olisiv acide.

L 2 aanlm
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resultedo enblogo. Dicho probleme no eurgié con olras muestros de nosotros
que se onslizeron en conjunto con lo de ustedes, por lo Que
oporentementermente serie un problemo inherente 8 8ss muesirs. Le
sqredecerie.

1) Verificor el £ de proteina indicodo por Uds., 1o cusl incide en el célculo
hecho por nosolros.

2) Discutir con Don Enrique y verificor en bibliogrefis, que eventus
problemo podrie presenterse en 18 hidrélicls de ese 1ipo de muestros, dedo
que en otras no e ho presentodo.

Le soluds muy etentemente

Dr. Dlel/ur,?von Boer

Director
Deplo. Anblisis Instrumenta‘

*99EliDeee
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NACIONAL AGRARIA LA MOLINA,

Preparado por: Christinan Bernet Y.
Valparaiso, 14 de abril de 1992.
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RES UMEN

En el presente trabajo se llevaron a cabo dos ferment-~ciones

en sustrato s6lidb usando los hongos filamentosos Trichoderma au-

féovirid€ ceps 7-121 y Trichoderma reesei cepa LM-28 y coseta 3-

gotada de remolacha como fuente (nica de carbono suplementada con
sales. La fermentacion se realizdé en columnas de Raimbault us n-
do 1as técnicas del Laboratoric de Micologfa y Biotecnolog{a de
la Universidad Nacional igraria La Molina, Limn, Perd. Se compara
ron las cinéticas de produccién del complejo enzimbtico celulolf-
tico, encontrandose que T, reesei produjo un miximo de 11,2 UPF/

g de s6lico seco a los 8 dias de cultivo y T. aureoviride un méxi

mo de 17,2 UPF/g sélido seco 1 los 9 dias. Se dtermind ndemas la
evolucidn de la concentracién de s1zucares reductores, proteina
soluble, humedad del lecho sélido y pH.

Por otro lado, hubo un intercambio de experiencia en lo re-
lativo al sistema de control por computador de la fermentacidn

en sustrato sélido piloto implementado en el laboratorio peruano,




Somde
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1:;1.~ Formacidn de esporas.

Las esporas fueron generadas en placas Petri
con papa dextrosa agar como medio de cultivo, inocus
ladas con esporss provenientes de un oultivo hecho en
tubo de agar inclinado. Las placas inoculadas fueron

incubadas por 7 dias a 30 OC en estufa.
1.2.“ In6¢l.ll°.

Se prepard 100 ml de medio de cultivo liquido
y se inoculé con 2x107 esporas resuspendidas previgs-i
mente con una solucién de Tween-80 al 0.1 %. Los ma+:
traces fueron incubados a 30 OC aproximadamente con
agitacion magnétice durante 60 horass. La composicidn
del medio de cultivo usado esta dedo en las Tablas Nfl

y Ne2,
1.3.- Fermentacidn sélida.

Ls fermentacién s6lida se Llevé a cabo en co-
lumnas de Raimbault; estas fueron cargadas con 12 g
de coseta seca (aprox.) acondicionada con la solucidn
de sales y el inéculo. L1 coseta y las sales fueron es

terilizadas aparte en autoclave por 25 minutos a 15

psi de presién, La temperatura de cultivo se mantuvo




Tabla N? 1,- Composicidén del medio de cultivo 1lfquido
psra produccién de micelio,

Compuesto Concentracifa (g/1)
Peptona 2.0
Glicerol 1.0

Coseta agotada

de remolacha(-15 mesh) L)
Sulfsto de amonio 1.4
Fosfato dié&cido

de potasio 2.0

Urea- 0.3
" Cloruro de calcio 0.3
Sulfato de magnesio

heptahidratado 0.3
Tween-80 1.0 mlA
Solucién de sales 1.0 ml/1




Tabla N2 2.- Composicidén de la solucibén de sales.

Compuesto

Concentrscién (g/1)

Sulfato ferroso

Sulfato de manganeso
monohidratado

Cloruro de zinc

" Cloruro de cobalto

5.0

1.96
1.66
2,0




elrededor de 28 °C y el tlujo de aire alimentado fue
de 12 ml/ain.columna aproximadamente.

El medio de cultivo sblido fu€ ajustado a una
tasa de C:N de 10:1 wediante la dositicacién del sul
fato de amonio y urea, minteniendo su razén de 3.79:1
respectivamente,que es la usada en la Escuela de Inge
nieria Bioquimica de la Universidad Catélica de Valpa
raiso, La composicién del medio de cultivo séltdo se

detalils en 1lg Tabla N2 3,

1,4 .- Muestreo y métodos analfiticos.

Se GSaron 6 columnas pars el seguimiento de la
evolucién del cultivo de cada cepa. Cada columna repre

sentd el estado del cultivo en un tiempo determinado

al cual la columns era removida y su contenido someti

do a anAlisis.
1.4.1.~- Extraccidn enzimatica.

El compiejo enzimatico celulolitico fue extrai
do mediante la adicién de 20 ml de agus destilada s 2
g de meterisl fermentado y la mezcla sometida a agita
cion en shaker durante 20 minutos a 250 rpm; posterior
mente se centrifugd por 15 minutos a 4000 rpm. El so-
brenadante fue usado para la determinacién de activi-

dad enzimética, concentracién de azucares reductores
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Tabla Nt 3 - Medio de cultivo sélido.

| Compuesto Concentracibén (g/100 g CAR secax )
Sulfato de smonio 5.8
Urea 1.53
Fosfato diacido
de potasio 0.372
Cloruro de calcio 0.056
Sulfato de ;agnesio
heptahidratedo 0,056
Solucién de sales 0.2 ml

% Tamafio de partfcula: -9 +12 mesh.

LI OAT e oo




concentracién de proteina y pH.

1.4.2,.- Actividad enzimitica.

Se determind la actividad enzimatica combina-
da mediante el ensayo del papel filtro, expresandose
en UPF/g masa seca,

1.4.3.- Proteina soluble,

La concentracién de proteins soluble fue deter

minada mediante el método de Folin,
1.,4.4,- Azucsres reductores.

La concentracién de azucares reductores se de-

termindé con el método del acido dinitrosalisilico.

1.4,5,~ Contenido de humedad,

Ls humedad del s6lido se determind por secado

en estufa a 100 °C hasta peso constante,
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FIGURA No 1

Perfil de Actividad Enzimatica
Combinada Durante Cultivo de T.reesei




FIGURA Ne 2

Perfil de Concentracion de Proteinas
Solubles Durante Cultivo de T.reesei
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FIGURA N¢ 3

Perfil de Concentracion de Azucares
Reductores Durante Cultivo de T.reesei
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FIGURA Ne 4

Perfil de pH durante Cultivo T.Reesei
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FIGURA N2 S

Evolucion del Contenido de Humedad del
Lecho Solido durante cultivo T. Reesei

80

Humedad Total (%]

10 ;

0 50 100 150 200 250
Tiempo [h]




FIGURA Ne 6

Actividad Enzimatica Combinada
Durante Cultivo de T.aureoviride
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FIGURA Ne 7

Perfil Concentracion Proteinas Solubles

Durante Cultivo de T.aureoviride
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FIGURA N9 8

Concentracion de Azucares Reductores
Durante Cultivo de T.aureoviride
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FIGURA R° 9

Perfil de pH durante el Cultivo
de T.aureoviride
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FIGURA Ne 10

Evolucion del Contenido de Humedad del
Solido durante cultivo T.aureoviride
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IITI. DISCUSIONES.

Para la propsgacion de Trichoderma reesei LM-28 y Tricho-

derma sureoviride 7-121 se usé el medio de cultivo lfquido (mos
trado en la Tabla Nfl) empleado comunmente en el L-boratorio de
Micologf{n y Biotecnolog{s de la Universidnad Naclional Agraria L3
Molina, La adicién de coseta agotada de remolacha a niveles de

4 g/1 tiene como objeto la induccién del sistema celulolftico y

de ests forma favorecer la disminucion del lag de crecimiento en
el cultivo sélido. Sin embargo, 'os resultados indic-n que en am
bas cepas la induccion fue pobre, dado que la actividad enzimatica
inicial fue del orden de 0.1 UPF /g de materis seca,.

Pera mantener la temperatura del cultivo dentro de rangos a-
decusdos, las columnas de Raimbsult fueron sumergidas en un bafio
de agua sin calefaccidn, debido a que 1la temperatura ambiental
llegsba n un maximo de 30 °C'y se mantenia en el durante gran
parte del dfia. La temperatur- del agilla del baiio fluctuaba entre
25 - 28 °C Yy 1la del aire a 1la saiids de 127 columna fue medida con
un termémetro de mercurio, fluctuandolla lectura entre los 30 -
32 °c,

De los grificos presentados se observa que en ambas cepas
el tiempo transcurrido antes que se detectara una evolucién de
la actividad celulolitica fue de tres dias sproximadamente, que
es lo esperado, En edte sentido, la temperatura no influy$ inhi
bitoriamente, a peser de lo altn que ests ern, Este fue uno de -
los parametros mas criticos de l» experiencia en relacién sl cul

tivo de Trichoderma aureoviride 7-121, puesto que su temperatura




145

Sptima de cultivo ha probado ser en estudios previos de 25 c.
En la Figura N?1 y N26 se muestra el perfil de actividad en
zimatica para nmbos cultivos. Se observa que en el caso de Tricho-

derms sureoviride la produccién durante las primeras 150 horss

de cultivo fue lenta comparada con la de Trichoderma reesei, que

comenz6 a evolucionar mis rapido. Posterior a 1las 150 horas 1la

velocidad de produccidén de actividad por T, aureoviride fue bas-

tante slta, llegando a alcanz-orse v-~lores de 17,2 UPF/g masa se-

ca nl final del cultivo, mientras que la pendiente de T. reesei
en ests zona fue menor y a las 170 horas de cultivo comenzé a
desacelerar la produccién llegando a un m*ximo 11,2 UPF/g s.s.

a las 180 horas, después de lo cual comenzé a disminuir la scti
_vldad, posiblemente debido a hidrélidis protéica. Es interesante

hacer notar que el perfil de actividad enzimitica presentads por

T, reesei es similar al obtenido con T, aureoviride 7-121 culti~

vado con la metodologfa del laboraturio chileno, excepto que en
este Gltimo caso el lnog es de 2 dias, pues también se obtiene al
rededor de 11 UPF/g s.s. s los 8 dias de cultivo.

Le figura N2 y N¢7 muestra el perfil de concentracién de
proteinas solubles durante el cultivo de T, reesei LM-28 y T, au-
reoviride 7-121, respectivamente. En el primer caso se observa que
1a concentracidn mixima de proteina es de 0,13 g de proteina/g de
mesa seca 8 las 180 horas de cultivo y posteriormente comienza a
declinar debido a hidrolisis proteica, En el segundo caso, se ob
serva que la concentracién de proteinas se mantiene en niveles
de 0,02 g/g masa seca durante casi 150 horas de cultivo y poste-
riormente hay un répido aumento hasta llegar a los 0,092 g/g m.s.
al final del cultivo, Dado que entre las 70 y las 150 horas 1a




140

actividad enzimatica comenzd a aumentar manteniendose constante
1a cantidad de proteina soluble, al parecer esto corresponderia
3 un sumento pasivo, es decir, la proteina-enzima ya existente en
el medio s6lido (proveniente del indculo) comenzé de alguna fér-
ma a desinhibirse; luego, a partir de las 150 hor-s aproximada-

mente se comienza a producir enzima realmente,

El caportnamiento del pH durante el cultivo de Trichoderma

reesei LM-28 puede observarse en el grafico N? 4, Durante las
primeras 100 horss se observa una disminucién del pH hasta llegar
a un mfnimo de 3,2, Este decalmiento es el resultado de la acidifi
cacidén del medio producto de la incorporacién del sulf-to de amo-
nio. A medida que el cultivo evoluciona después de las 100 horas,
se obéerva un suave aumento del pH desde 3,3'hasta 4,03 en esta
.zpna. la velocidad de hidrélisis de la urea es mayor que la veloci
dad de incorporacién del sulfato de amonio. Por otro lado, en ls

figura N®9 se observa el perfil de pH presentado por el culitivo

de Trichoderma aureoviride 7-121 llevado s cabo en identicas con
diciones que T, reesei; aqui la forms de la curva es 13 opuesta
a 1a de ls figura N? 4, Durante las primeras 130 horas, el pH del
cultivo aumenté de los 4,8 inicinles hasta llegar a un pH de a-
proximsdamente 7,0. Ap~rentemente, en este caso la velocidad de
hidrélisis de 13 urea predominé por sobre ls incorporacién del
sulfato de amonio y que posteriormente (desde las 150 horas) fue
la velocidad de incorporecién del sulfato de amonio ls que preva-
lecié. Este comportamiento, contrario al observ~do en el labora-
torio de 13 Escuela de Ingenier{a Bidquimica, puede ser debidc a

diferenciass en -las cadiciones ambientales, como la tasa C:Ny
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la temperatura, que fueron de 10:1 y arededor de 30 °c respectiva
mente, mientras que en el laboratorio chileno la tasas CiN es de
5:3:1 y la temperatura controlada en 25 °c.

La figura N® 5 muestra la evolucidn del contenido de humedad
del s6lido durante el cultivo de T, reesei LM-28. Se observa que
durante la fase lag (primeras 70 horas de cultivo) la m3isa sdlida
experimentd un leve descensa de 1a numedad, luego, durante el €re
cimiento microbi=no un aumento hasta llegar ~ 74%. La figura N? 10
representa la evolucidén del contenido de himedad del lecho sbélido

durante el cultivo de T, aureoviride 7-121. En este caso, durante

las primeras 90 horas, el sélido b-j6 su humedad desde 65% hasta
60X, después de lo cual comenzé a aumentar hasta llegar a 67X al
final-del cultivo.

. La figura N? 3 muestra el perfil de la concentracién de a-
zucares reductores durante el cultivo de T, reesei LM-28, Se ob-
serva un miximo de 3,2 g/l de extracto obtenido a las $0 horas

de cultivo, desplies de lo cual comienza uns disminucidn hasts
llegar a 1,6 g/L al final del cultivo. En 1la figura N? 8 se obser

va el caso pars el cultivo de T, sureoviride 7-121: durante 1la

mayor parte del cultivo los niveles de azucares reductores se man-
tienen en 0,5 g/l hasts las 160 horas aproximadaménte, después de
lo cual se presenta un ripido aumento hasta llegar a 2,7 g/l a

las 180 horas y luegouna ripida disminuciédn hasta llegar a 1,9
g€/1 a les 208 horas, E1 aumento en este caso es observado tam-
bién cuando el cultivo es hecho usando la metodolog{a del labo-
ratorio chileno, con 1a diferencis que llega » 1,0 g/1 a los

seis dias de cultivo y se mantiene en este nivel hasta el f(inal




del cultivo. Es posible que la disminucidn posterior a las 180
horas de cultivo se deba al consumo de los azucares reductores
metabolizables, aquellos que previ-mente formaban parte de oligo
sacaridos cuantificados en la parte ascendente de la curva. Lo
mismo es posible decir del comportamiento del perfil de azucares '
reductores en el caso de T, reesei LM-28.

Con respecto sl control de 1a fermentacién en sustrsto sblido

piloto mediante computador, se muestra el siguiente esquema:

PROCESO | UNIDAD TERMINAL

COMPUT ADOR
REMOTA

Y

Ls unided terminal remota (HP-48060) es l»s encargada de ad-
quirir los vslores de las verisbles que determinan el estado glo
bal del proceso, Estos valores son enviados sl computador en un
formato apropiado quien los almacenj y procesa segiin un progra-
ma ndecunado, generandose sefiales que van hacia 1» unidad terminal
remota, quien dependiendo de las sefiales activa los elementos fi-
nales de control. Es decir, esta unidad actia tanto como un adqui

sidor de datos, asf{ como un conrolador, pues posee salidas asna-

l6gicas program~bles. Dentro de las principsnles variables sen-~

seadas del proceso estan las sgulentes:

~ Temperatura del aire de entrada y dslida del fermentndor

- Humedad relativa del aire de entrada y salida del fermentador

~ Flujo de aire alimentado al fermentador




- Temperatura del lecho sélido
= pH del lecho sélido.

La estrategfa de control Planteada considerarfa 15 manipu-
lacién del flujo de aire, la humedad relativa Y 1a temperatura del
aire a ls emtrad- del fermentador. El algoritmo computacional que
relaciona las variables de entrads con 1g manipulacién de los ele

mentos finales de control est3 en desarrollo y se espera que pa-

ra comienzos de Abril se realiece 13 primers prueba controlada,




IV. OONCLUSIONES

De los resultsdos obtenidos en esta éxperiencia se concluye
que la adicién de Coseta sgotada de remolacha en e} medio 1fqui-
do de propegacién, a 13s condiciones ambientales en que se llev§

8 cabo el cultivo, no ejerce accién Como inductor de 1, sintesis
de celulssas, Por otro lado, aj comparar ]asg producciones enzimis
ticas de 135 Cepas estudiadas se concluye que en e} c~s0 de Irtho-

derma aureoviride 7-121 esta es alrededor de un 55X ma
———=_auwreoviride

de Trichpdegma reesei LM-28,

Dado que 14 temperatura ge Cultivo estuvs arededor de 30 -

yor que ]li

32 °C es posible concluir que el rango de termotolerancia para

la cepa Trichoderms Alreoviride 7-121 es de hasts 7 °C por sobre




