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A. PRESENTACION 

El presente informe, octavo y segundo correspondiente al tercer ano 
de ejecucil•n del proyecto, contiene la informaci6n relativa al 
desarrollo de las actividades correspondientes a los 6ltimos seis 
meses de este tercer ano, de acuerdo al plan de trabajo 
comprometido en el documento T~r•inos de Referencia. 

Con ello se da por concluida la participaci6n de institu•:iones 
chilenas en el proyecto, cuya tarea fue la de desarrollar la 
tecnologi.a a nivel laboratorio y piloto para enriqueci1Riento 
proteico y producci6n de celulasas mediante fermentaci6n en 
sustrato s61 ido de residuos celul6sicos na•: ionales. 

El trabajo desarrollado se encuentra reportado en los ocho informes 
de avance cuyo contenido en for•a resumida es el siguiente: 

Informe N• 1 : Se analiz6 la disponibilidad nacional de residuos 
lignocelu16sicos, concluyendo luego de la evaluaci6n de una gran 
cantidad de informaci6n disponible, que los materiales que ofrec:ian 
mejores perspectivas para ser empleados en el proyecto eran la 
coseta agotada de remolacha <CAR> y el aserr:in de pino <AP>. 

Informe N° 2 : Se infor•6 acerca del montaJe de todas las t~cnicas 
anal :iticas a emplear en el proyecto y se entreg6 el diseno completr .• 
del fermentador prototipo a ser construido en el •arco del 
proyecto. 

Informes N• 3 y 4 : Se inform6 de los resultados obtenidos en el 
pretratamiento de los material es 1ignocelul6sicos sel ecc ionados 
previamente. Se realiz6 un completo Estudio de explosi6n t~rmica 
cony sin 502 de AP y de hidr61isis 6cida de CAR, seleccion6ndose 
en ambos casos las condiciones m6s adecuadas de proceso en t~rminos 
del incremento de la degradabilidad enzim6tica in-vitro <DEIV> y de 
remoci6n selectiva de hemicelulosa en el caso de CAR. 

Adicionalmente se estudi6 el efecto del pretratamiento bio16gico 
del AP, mediante la acci6n de ligninasas de Phanerochaete 
chrysosporium. 

Informe N• 5 Se inform6 acerca de los resultados obtenidos en el 
meJoramiento gen•tico de una cepa nativa de Trit.:hoderma 
aureoviride, mediante mutaci6n y selecci6n en base a la capacidad 
de sobreproducci6n de celulasa. 

Se di6 cuenta de la construcci6n y puesta en operaci6n de una 
unidad de fermentadores de columna para la real izac i6n de las 
experiencias de fermentaci6n en sustrato s6lido CtSS> a nivel de 
laborator io. 

Se realizaron las primeras experiencias de rss con las cepas de 
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T.aureoviride y la cepa de referencia T,reesei QM 9414, 
obteni•ndose los mejores resultados con las cepas de T.aureoviride. 
Se di6 cuenta tambi~n de la implementaci6n de los sistemas 
auxiliares y sensores del fermentador prototipo encontrAndose el 
fermentador disenado para una capacidad mAxima de SQ kilos ya 
construido. 

lnforme N• G : Se entreg6 los resul tados 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 awtante producido por el grupo de trabajo peruano en 
el marco del proyecto. Los mejores resultados se obtuvieron con las 
cepas de T.aureoviride, acord.indose continuar el trabajo con dichas 
cepas, sin perJuicio de evaluar mutantes sobreproductores que se 
generaran mAs adelante. Con la cepa mutante de J.aureoviride y una 
cepa 111Utante de J.reesei, proporcionada posteriormente por el grupo 
peruano, se realizaron las experiencias de FSS sobre CAR pretratada 
en las condiciones previamente seleccionadas, obteni~ndose los 
•ejores resultados con el 1AUtante de T.aureoviride, seleccionado 
para la eJecuci6n de las experiencias de FSS a nivel piloto. 

Se entreg6 l~s resultados de avance en el meJoramiento gen~tico de 
T.aureoviride, con una completa caracterizaci6n fisiol6gica del 

I 

-..tante sobreproductor seleccionado. 

Se di6 cuenta de los avances en la implementaci6n de los sistemas 
auxillares del fermentador prototipo en lo relativo a 
acondicionamiento de aire y control de t~mperatura, describi•ndose 
el esque•a de control propuesto. 

Se di6 cuenta de la prueba de operaci6n del fermentador prototipo, 
la que en t•rminos general es fue sat isf actor ia, detectAndose 
ciertas deficiencias en el padr6n de mezclado y comportamiento del 
agitador, 

Se realizaron modificaciones al diseno del sistema de agitaci6n del 
fermentador prototipo, debido a las dificultades encontradas en la 
agitaci6n del material fermentado, de compleJa reologia. Se disen6 
un nuevo agitador que a escala menor satisfizo las exigencias del 
proceso y se encarg6 la construcci6n de la unidad piloto. 

Se di6 cuenta f inalmente de la estadia del lnvestigador chileno, 
ingeniero Germ~n Aroca, por seis semanas en 1 a Pl ant a Pil oto de 
Fermentaciones de LIAM, M•xico, baJo la supervisi6n del Or. Mariano 
Guti~rrez. 

lnforme N• 7 : Se di6 cuenta de los resultados obtenidos a escala 
de laboratorio en la F"SS de AP explotado en las condicionss 
previamente seleccionadas. Los resultados fueron considerados 
insatisfactorios por la baja degradabilidad in-vitro por parte de 
las cepas de J,aureoviride y T.ree~. 



Se di6 cuenta del criterio de selecci6n de la cepa y el sustrato 
para las experiencias de FSS a nivel piloto. 

Se di6 cuenta de las act~vidades finales de instala·:il•n y puesta en 
operaci6n de los sistEMnas auxil iares de monitoreo y control del 
fermentador prototipo. 

Se di6 cu2nta de los resultados obtenidos en las pruebas 
productivas de FSS a nivel pil•:>t•:o, considerando una prueba 
preliminar y dos experiencias productivas que permitieron 
reproducir razonablemente los niveles finales de enriqueclmineto 
proteico y producci6n de celulasas obtenidos a escala de 
laboratorio, aunque los perfiles cin6ticos obtenid•=-s no resultaron 
reproducibles. Se gener6 asi la cantidad de material requerido para 
las pruebas nutricionles y toxicol6gicas y para la formulaci6n del 
preparado enzim,tico con actividad celulolitica. 

Se d16 cuenta finalmente de los avances en el meJoramiento gen~tico 
de T.aureoviride, reportAndose la obtenci6n de un mutante 
sobreproductor, parcialmente dereprimido en la sintesis de 
celulasa. 

En el presehte informe, conforme al plan de trabajo contenido en el 
documento T6rminos de Referencia, se da cuenta detallada de las 
•·iguientes actividades, que completan el cc•mpromiso de trabajo de 
las instituciones chilenas luego de los tres anos de e.jecuci6n del 
proyecto: 

. 
Actividad D. Evaluaci6n toxicol6gica del producto fer•entado. 

Seda cuenta de los resultados obtenidos en el estudio de toxicidad 
y evaluac i6n nutr ic lonal del s61 ido ferment ado enr iquec ido en 
proteina microbiana. El producto fermentado fue sometido a 
evaluaci6n toxicol6gica y nutricional con ratas de laboratorio y 
polios Broiler. El trabaJo fue contratado al Instituto de Nutrici6n 
y Tecnolo0'a de Al htentos CINTA> de la Universidad de Chile, y 
eJecutado por el Doctor Osvaldo Gonz~lez. 

Actividad E. I11pl...ntaci6n del siste•a de control y 
acondiciona•iento de aire del fermtntador. 

En los dos informes anteriores se dio cuenta de est~ actividad, 
quedando solamente pendiente la selecci6n y compra del sistema de 
adquisici6n de datos para su acople al fermentador piloto. Los 
elementos del sistema estAn en este momento en trAmite de 
importaci6n a trav•• de la Oficina PNUO Santiago. Debido al 
calendario de uso de los recursos no fue posible iniciar su compra 
hasta la recepci6n del segundo pago. Por otra parte, el monto de 
los recursos disponibles no permiti6 adquirir la unidad compacta 
que ofrece Cole-Parmer, por lo que se considerl.i como alternativa el 
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• 
•ontaje del sistema en base a sus unidades componentes, que reduce 
significativamente el costo y permite mayor flexibilidad de 
operaci6n. Esto desafortunadamente dilat6 la adquisici6n y, al no 
encontrarse disponible en plaza, debi6 importarse previendo 
disponer de ~l no antes de fines de junio, estando ya considerada 
su instalaci6n y prueba de funcionamiento. Se entrega la 
informaci6n relativa a la selecci6n del sistema. 

Actividad F. Continuaci6n del progra•a de .-ejora•iento gen~tico de 
T.aureoviride. 

Se da cuenta de los avances finales l•::>grados en el programa de 
mejoramiento gen~tico de Trichoderma aureoviride. Se da cuenta de 
la caracterizaci6n del mutante 6-14-11 cuya obtenci6n fue reportada 
en el lnforme de Avance N•7 y de la aislaci6n de un nuevo mutante, 
de st!ptima generaci6n, con mayor termotolerancia que las cepas 
anteriores y altos niveles de actividad celulolitica. 

Actividad 6.2. Experiencias productivas en ferlll!tltador prototipo y 
estabilizaci6n del preparado enzi-6tico producido. 

Esta actividad se encuentra completamente concluida y reportada en 
el lnforme de Avance N•7. No obstante, por razones de los 
requer haientos de producto para su evaluac i6n toxicol6gica y 
nutricional, debi6 operarse nuevamente la planta piloto, dAndose 
cuenta de los resultados obtenidos <actividad G.2.1>. 

Se da cuenta asimismo de los resultados obtenidos en la 
recuperac i6n de celulasas desde el sustrato s61 ido fermentado 
Cactividad G.2.2> y del estudio de la estabilidad del preparado 
enzimAtico con actividad celulol itica producido por fermentaci6n en 
sustrato s6lido Cactividad 6.2.3> 

Actividad H. Experiencias de sacarificaci6n enzi•4tica. 

Se da cuenta de los resultados obtenidos en el estudio de 
sacarificaci6n enzimAtica de coseta agotada de remolacha con el 
preparado enz imAt ico produc ido por fermentac i6n en sustrato s61 ido. 
Se estudi6 el efecto de la dosificaci6n enzimAtica y la temperatura 
en la cin~tit.:a de sacarificaci6n y se compar6 los resultados 
obtenidos con aquellos con un preparado comercial de celulasa, bajo 
condiciones an~logas. 

Actividad I. CotRposici6n proxi•al y perfil a•inoacidico del 
producto fermentado. 

Se efectu6 un an,lisis proximal al producto fermentado y un 
an,lisis de la composicil.in amlnoacidica de la proteina contenida. 
Ambos tr aba.jos fueron contratados al Inst it1.,to de Nu tr ic i I.in y 
Tecnologia de los Alimetos, INTA, de la Universidad de Chile, y 
eJecutado por el Doctor Osvaldo ConzAlez. 
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Actividad J. Pasantia de investigaci6n en Universidad Nacional 
Agraria La t1olina, Li•a, Peru. 

Seda cuenta de las actividades realizadas durante la estadia de 
investigaci6n del ingeniero chileno Sr. Christian Bernet en el 
Laboratorio de Micologia y Biotecnologia, a cargo del Dr. Marcel 
Guti~rrez, en la Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima, 
Peru, entre el 15 de enero y el 29 de febrero de 1992. 

Actividad K, L. Reuniones de coordinaci6n. 

Por razones que escapan a esta coc•rdinac i6n nae ional, no se ha 
realizado reuniones de c0t::erdinaci6n postt!riores a la efectuada en 
Valparaiso en octubre de 1990. 

Finalizada la participaci6n de las instituciones chilenas, puede 
concluirse que se ejecutaron todas las actividades cot11prometidas, 
habi~ndose logrado desarrollar una tecnologia para el 
enriquecimiento proteico y producci6n de celulasas mediante 
fermentaci6n en sustrato s6lido de coseta agotada de r~lacha c::>n 
cepas nativas y mutantes geneticamente meJorados de Trichoderma 
aureovir ide, produc idos en el marco del proyecto. La tecnologia fue 
desar~ollada a nivel de laboratorio en columnas de lecho empacaclo 
del tipo Raimbault-Alazard y posteriormente escalada a nivel piloto 
en un fermentador disenado y construido en el •arco del proyecto, 
con una capacidad mAxima de manejo de 50 kilos de 11aterial por 
lote. 

En base a los resul tados obtenidos las pr inc ipales conclusiones que 
se derivan del trabaJo realizado son: 

- La coseta agotada de remolacha result6 un sustrato muy apropiado 
para su enriquecimiento proteico mediante la modalidad de 
fermentaci6n en sustrato s61ido, logrAndose un elevado nivel de 
proteina con una disminuci6n considerable del contenido de fibra. 

El pretratamiento de la coseta agotada de remolacha por 
hidr6lisis Acida suave, estudiado en el marco del proyecto, result6 
benefic ioso en tttrminos de degradabil idad del sustrato, 
obtenl~ndose mayores nlveles de produccl6n de celulasa que en el 
sustrato crudo. 

- Los resultados obtenidos con aserrrin de pino explotado como 
sustrato fueron insat isfactor ios, tanto en cuanto a enr iquer. imiento 
proteico como producci6n de celulasas. Ello, no obstante los 
interesantes valores de digestibil idad enzim.\tica in-vitro 
obtenidos. 

La cepa aut6ctona Trichoderma aureoviride y sus mutantes 
derivados crecieron adecuadamente en sistema s6lido y produJeron 
niveles de celulasas comparables con los meJores reportados en 



1 i teratura y siempre por sobre los val •:ore obtenid•:•s •:on la cepa de 
refer enc ia <Tr icl"loderma reeesei QM '3414) y c•:on los mutantes 
proporc ionados por el Dr. Mar•:el Gut i~ryez en el marco del proye•:to 
CT.reesei UC-4 y LM-1). 

- Los mutantes seleccionados (prin•:ipalmente T,aureoviride 7-121 y 
6-14-11) produjeron niveles signifio:ativamente mayoYes de 0:elulasas 
que la cepa madre, para un mism•:o nivel de enriquecimiento proteico. 
Adicionalmente se obtuvo con los mutantes un sistema enzimAtico 
•enos sensible a represi6n catabl·l ica por fuentes de carbono 
rapidamente metabol izable y mutantes •:•:•n mayor teYmotolerancia, 
como el mutante 7-23-9 Yeportado en este infoYme. 

- El feymentador disenado y constYuido fue capaz de operaY en 
condiciones de contenci6n microbiol6gica, siendo posible controlar 
manual•ente durante su opeYac H•n humedad y temperatura mediante los 
sistemas de cvntrol instalados confoYme a la estrategia planteada. 

Los resultados obtenidos a es•:ala de laboratorio fueron 
reproducidos a escala piloto en lo referente a nivel de 
enr iquec imiento proteico y produce i6n de celul asas. No obstante, no 
fue sido po~ible lograr en las cuatro experiencias realizadas a 
nivel piloto un grado de reproducibilidad adecuado de los 
resultados, en especial en lo referente a la cinetica del proceso. 

- Se produjo en total, m~s de 80 kilos de material fermentado que 
fue utilizado en su mayor parte en los estudios nutricionales y 
toxicol6gicos, recuperAndose parte de las celulasas producidas para 
estudios de estabilizaci6n y formulaci6n del preparado enzimAtico. 

- El producto fermentado fue sometido a evaluaci6n toxicol6gica y 
nutricional con ratas de laboratorio y pollos BYoiler. No se 
observ6 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 crec imiento y peso respecto 
del control, lo que se atr ibuye al a(m el evado cont en ido de f ibra 
para el tipo de animal ensayado. Al nivel senalado, sin embargo, el 
producto puede ser empleado como aporte proteico en la formulaci6n 
de al imento para animales monogAstr icos, como era el objetivo 
iniciai del proyecto. El perfil aminoacidico de la proteina del 
producto es considerado de calidad aceptable en relaci6n al patr6n 
FAQ y otras proteinas de origen microbiano. 

- Las enzimas producidas fueron evaluadas en la sacarificaci6n de 
coseta agotada de remolacha pretratada, obteni~ndose resultados que 
comparan favorablemente con los obtenidos en condiciones anAlogas 
con un preparado comerc i al de eel ul asa de Tr ichoderma reesei 
CENZECO Cellulase Tv-1000) 

- Se estudi6 distintos sistemas de estabilizaci6n y formulaci6n del 
prep~rado enzimAtico producido, logrindose obtener por 
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prec ipi tac H•n con sul f ato de amon ic• un pr·~ducto es tab i 1 izad·~ con 
una p~rdida de actividad del orden del 151. luego de 62 dias de 
almacenamiento. La p~rdida de actividad se produce en los primeros 
dias de almacenamiento, estabilizAndose despu~s, lo que permuite 
anticipar un tiempo de vida media de nivel cc•mpatible cc•n su 
eventual uso comercial. 

Aunque no represent a una act i vi dad comprc•met ida en el marco del 
proyecto, se estA realizando actuaimente un estudio de evaluaci6n 
t~cnico econ6mico para la producci6n en Chile de coseta agotada de 
remolacha enriquecda por fermentaci~n en sustrato s~lido con ~epas 
de Trichoderma aureoviride, considerando la recuperaci6n de las 
enzimas producidas para su etnpleo en la industria nacional de jugos 
d~ fruta y en la industria textil. Se estima que el estudio estarA 
concluido a fines del presente ano, lo que permitirA evaluar la 
opci6n de transferencia tecnol~gica al sector productivo, con el 
cual no existe de ~ento contactos formales. Dicho estudio se 
pondrA a disposici6n de la Coordinaci6n del Programa si lo estimare 
conveniente. 

Debe senalarse que result6 dificil lograr mantener un nivel 
motiva~;~n~l elevado en los laboratorios nacionales participantes, 
por lo ?, luego del primer ano, el trabajo fue realizado en forma 
muy pr~;1cipal por la Escuela de Ingenieria Bioquimica de la 
Untversldad Cat61lca de Valparaiso. Debe destacarse que la 
lncorporaci6n sustantlva a contar del segundo ano del grupo de 
investigadoras del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de 
Cc ienc ias Quinaicas y Far mac eat icas de la Un iversidad de Chile, 
result6 un aporte de gran significaci6n al proyecto al seleccionar, 
meJorar genet icamente y caracter izar 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 
coordinaci6n con el grupo de investigaci6n en Peru y uo muy escaso 
nivel de coordinaci6n con el grupo venezolano, en el que 
prec isamente recaia la coordinac i6n general del proyecto. Est imamos 
que esto representa un elemento negat ivo que, sin entrar a una 
inapertinente calificaci6n de nuestros colegas de proyecto ni 
soslayar las dificultades que a nivel nacional pudieron encontrar, 
creemos escapa de nuestra responsabilidad como pais participante 
que, adem.is de l levar el proyecto a t~rmino de acuerdo a los 
compromisos formales contraidos, mantuvo en todo momento un Animo 
de coordinaci6n y participaci6n de sus resultados. 

En el piano acad~mlco el proyecto ha servido de Ambito para la 
formaci6n de investlgadores J6venes, dando la opci6n no frecuente 
de trabajo de escalamiento, disefio y construcci6n de equipos, de 
innegable valor formativo para estudiantes de ingenieria. El 
proyecto ha generado numero5as presentac iones a event;os 
cientificos, dos publicaciones ya aceptadas por el comite editorial 
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respect i vo y otra en p..-eparac io~·n. lta quedado un equipamient•:• 
importante que se espera poder C•:)ntinuar utili;;:ando en ap•.:>yo a la 
linea de trabajo en fermentaci6n en sustrato sGlido. 

Aspectos interesantes de o:onsiderar y que derivan del trabaJ•.:> 
realizado son: 

- La implementac i6n de un sistema de control automAt i•:C• que puede 
ser adosado al sistema de adquisic H•n de da .os adquir ido en el 
marco del proyecto. El anAlisis estA ya realizado debiendo 
obtenerse el financ iamiento cc•rrespondiente. 

- La caracter izac i6n de: preparado enz imAt ico prc•duc ido en rel a•: i6n 
a otras actividades hidrollticas que permitirAn una evaluaci6n de 
su potencial de uso en la clarificacH•n de .jugos yen la 
elabora~i6n de vinos, de gran relevancia para nuest~o pals. 

La necesidad de estudiar con mayc•r atenc H•n el sistema de 
recuperac i6n de 1 as enz imas desde el s61 ido fermentado. Los mejores 
resultados fueron obtenidos por extracci6n mediante suspensi6n 
acuosa; no obstante, esto diluye la enzima, lo que puede resultar 
muy incidente en el costo de proceso <~sto estA siendo cuantificado 
en el estudio de evaluaci6n t~cnico-econ6mica ya senalado). De lo 
anterior se desprende la conveniencia de realizar un estudio mas 
acabado de extracci6n por prensado, que optimice las principales 
variables de proceso e incluso considere distinats modalidades de 
operaci6n, que no fueron abordadas en nuestros estudios. 

- La aplicaci6n de la experiencia y conocimientos adquiridos en el 
manejo de fermentaci6n en sustrato s6lido a la producci6n de otras 
enzimas y metabolitos microbianos. Actualmente se ha iniciado un 
preproyecto de producci6n de lactasa fungal por fermentaci6n en 
sustrato s6lido, que entronca con una tecnologia ya desarrollada y 
escalada a nivel piloto para la producci6n de lactasa inmovilizada 
a partir de una lactasa fungal comercial, para la producci6n de 
permeado de suero hidrol izado, que ya ha sido favorablemente 
evaluado por la industria lActea nacional. 

- Finalmente lo ya senalado en relaci6n al estudio de factibilidad 
t~cnico-econ6mica del proceso en nuestro pais. 

En mi calidad de coordinador nacional deseo dejar expresa 
constancia de mis reconocimiento al Coordinador General del 
Programa, Dr. Rodolfo Quintero ya la Oficina de PNUD en Santiago 
de Chile, por haber en todo momento facilitado de manera expedita 
nuestro traba.Jo. El lo sin duda contr ibuy& a mC\ntener un al to 
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 participaci6n 
inicial de muchos grupos de trabaJo cuyo aporte no fue en 
definitiva significativo. 
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D. EVALUACION TOXICOLOGICA DEL PRODUCTO FERMENIADO 

Se realiz6 un acabado estudio toxicol6gico del producto de coseta 
agotada de remol acha <CAR) ferment ad•:> •:on 1 a •:epa Tr i•:hc•derma 
aureovir ide 7-121. El material fermentado fue pr•::odl.h: ido en la 
unidad piloto, de acuerdo al pr•:u:edimiento y o:..on los resultados 
reportados en el Informe N°7. Dada la elevada cantidad de material 
requerido, fue necesario c•perar una vez mAs la unidad piloto, lo 
que se reporta en el punto G.2.1. de este informe. Para efectuar 
este estudi6 debio!t prc•ducirse una cantidad •:ercana a 80 kil•::ogramc•s 
de material fermentado se•:o, muy superior al •:ompromis•:• •:c•ntraido 
en el document•:- T~rminos de Referen•:ia. 

Los resultados del estudio se en•:uentran •:•:•ntenidos en el Anexo 1, 
que corresponde al informe t~cni•:•:• elab•:•rado:o por el DY. Osvald•:• 
Gonz.ilez del lnstituto de Nutrici6n y Te•:nologia de los Alimentos 
de la Universidad de Chile. 

El estudio permite concluir que el producto fermentado con 
T.aureoviride no presenta muestras de toxicidad en ratas de 
laboratorio, lo que es un aspe•:tc• positivo y esencial para el 
proyecto. A·los niveles empleados en las dietas, 4, 8 y 16 1., el 
producto ·resul t6 completamente incu:uo, lo que per mite concluir que 
no ~xisten contraindicaciones de tipo toxicol6gico para utilizar 
esta cepa en la elaboraci{.n de alimentc•s formulados para uso 
animal. Por otra parte los estudios reproductivos en ratas fueron 
muy posit i vos, no evidenc i And•:ose di fer enc ias signi fie at i vas 
respecto del control en ninguno de los niveles de dosi ficac i6n 
empleados. 

Los estudios nutricionales realizados en ratas son menos 
alentadores, dado los indices negativos de PER y NPR. El experto, 
no obstante, atr ibuye es to al al to cont en ido de f ibra residual 
(20Y.> que a~n contiene el producto y que resulta muy elevado en el 
al imento formulado, que requiere para este estudio una dieta con un 
lOY. de proteina proveniente de la CAR fermentada, esto es, una 
dosificaci6n por sobre el 307.. 

Los estudios de crec imiento en poll os broiler permit ieron demostrar 
que el producto dosi f icado en un 5% t iene un efecto ben~f ico, 
observ~ndose una me.jor respuesta en gananc ia de peso y conversi6n 
de al imento que el control. A un nivel de 107. se observa una 
respuesta similar al control y solo a un nivel de 20% se observa un 
efecto negativo, con retraso en el crecimiento y menor conversi6n 
de alimento queen el control, lo que es directamente atribuible al 
alto contenido de fibra residual del producto. 

Es interesante destacar que, no obstante que se logra una reducci6n 
significativa del contenido de celulosa y hemicelulosa ever 
Actividad I>, el contenido porcentual de lignina tiende a aumentar 
debido a su car~cter completamente recal~itrante a la acci6n del 
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hongo y se incrementa el contenido de B glucanos que forman parte 
estructural de la pared del hongo. Sin duda este aspecto constituye 
el factor 1 imitante en cuanto al uso del produ•:to, lo:> que se 
confirma con los estudios nutricionales en polios. 

Existe en consecuencia un nivel m~ximo aceptable de dosificaci6n 
entre 10 y 20X que es interesante de precisar, ya que el uso de 
este suplemento en alimentaci6n de aves a6n a nivel del 10X puede 
ser de inter~s para la industria avicola que se encuentra 
duplicando su capacidad productiva instalada en nuestro pais. 
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E. INPLEl"IENTACION DEL SISTEMA DE AOQUISICION DE DATOS. 

En el Anexo 2 se entrega la descripci·~·n del sistema de adquisici~·n 
de datos, que per"'ite ser acoplado a los distintos sensores que se 
requiere para el monitoreo y control de la FSS. Se describe las 
caracter ist icas del sistema cuya a~quisi•: H•n estA en tr Amite a 
trav~s de la ofic a PNUD Santiag•::o y la de otras opciones que 
fueron des•:artadas por razones de c•::ost•:-. 

El sistema de adquisici6n 
sensores de temperatura del 
trav~s de una interfase, a 
humedad relativa del aire. 

de datos deberA quedar acoplado a 
lecho s6lido y del ba~a t~rmico y, a 
sensores de temperatura de aire y de 
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F. CONTINUACION DEL PROGRAMA DE MEJORAMIENTO GENETICO DE 
T.Al.IREOVIRIDE 

Se da cuenta de 1 a caracter izac H·n del mutante G-14-11, cuya 
aislaci6n fue reportada en el lnforme de Avance N°7. Se confirma la 
mayor tolerancia t~rmica de este mutante en relaci6n a la cepa 7-
!21. Sus niveles de producci6n de celulasa, celobiasa y xilanasa a 
33°C son entre un 50 y 1007. super ic•res a los de las cepa 7-121. No 
obstante, al comparar es•:•s resul tados •:•:en l os obtenidos a 28°C, se 
observa un menor nivel de actividad enzimAtica y un tiempo de 
latencia mayor, lo que disminuye la productividad. 

Como consecuencia de ello, se decidH· someter la cepa 6-14-11 a un 
nuevo proceso de mutacio!on, empleandc• come• criterio de seleccio!on la 
capacidad de crecer y producir celulasas a 35°C. De los clones de 
7!! generaci6n obtenidos, se selec•:ion•!t 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 aOn inferior al de la cepa parental 6-14-11 a 2e•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 documento Terminos de Referencia al 
obtenerse un mutante aprec iablemente mAs termotol er ante y que 
produce niveles de celulasa a 33°C comparables a los de la cepa 
parental a 2B°C. Se considera que se podr ia obtener a futuro 
resultados de mayor significaci6n prActica a trav~s de la 
continuaci6ns del programa de mejoramiento gen~tico, dada la 
reiterada obtenci6n de mutantes geneticamente estables hasta la 7~ 
gener ac i 6n. 

Los detal les de la metodologia y resul tados obtenidos se encuentran 
contenidos en el Anexo 3 de este informe. 
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G.2. EXPERIENCIAS ~DUCTIVAS EN f"ERttENTADOR PROTOTIPO Y 
ESTABILIZACION DEL PREPARADO ENZIMATICO PRODUCIDO 

G. 2. 1. Operac i6 . de feratentador protot ipo para su•inistrar material 
para evaluaci6n toxicol6gica y nutr icional y recuperaci6n de 
enzi•as. 

Debido a los requerimientos 
toxicol6gicos y nutricionales, 
fermentaci6n piloto. 

ttetodologia 

de 
se 

produ•:to 
dee id i6 

para los estudios 
real izar una cuarta 

Se intentl• desarrollar una estrategia de asepsia mAs rigurosa 
durante el cultivo, por lo que la metodologia descrita tuvo las 
siguientes modificaciones: 
esterilizar la coseta agregAndole una mayor humedad (25 7. 
aproximadamente>, agregar al medio de cult ivo un agente 
antibacteriano como tetraciclina (al 0.012 7. respecto del peso 
total>, mantener durante la fermentaci6n una menor humedad del aire 
de entrada Caproximadamente un 82 7.) y por '11 t imo, real izar un 
arrastre con Vapor a presi6n al fermentador Vacio para asegurar SU 
esterilidad inicial. 

La propagaci6n del micelio, la preparaci6n del fermentador y el 
medio de cultivo se realizaron de la misma forma queen las otras 
fermentaciones. La 6nica variaci6n fue que parte del agua en que se 
d\solvian los nutrientes, ahora fue agregada a la coseta para su 
ester ii izac i6n. 

Resultados y Discusi6n 

Por tratarse de una experiencia con fines productivos nose sigui6 
la cinetica completa de enriquecimiento proteico y producci6n de 
celulasas, resgistrando solo los valores final~s del cultivo. 

Se obtuvo una producci6n enzimAtica infer-ior en un tercio a la 
obtenida en fermentaciones anteriores, lo que se atibuye al efecto 
del antibi6tico empleado que mostr-6 afectar en cierta medida la 
actividad de celulasa. No se descarta un posible efecto adverso 
como consecuencia de la te~peratura, que en algunos momentos 
alcanz6 los 30°C y al mayor nivel de agitaci6n que fue requerido 
para controlar-la. 

El nivel de enriquecimiento proteico obtenido estuvo tambien por 
debaJo de valores anter-iores, alcanzAndose un tenor de proteina del 
30.1 7., lo que puede ser consecuencia de la menor actividad 
enzimAtica producida. Al final del cultivo no se detect6 una baJa 
en la actividad de celulasa como ocurri6 en otras fermentaciones a 
nivel piloto, lo que podria estar avalado por el hecho de que en 
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este caso no se detect6 contaminaci6n bacteriana 
consecuente actividad proteolitica. 

con su 

En la figura 1 se presenta el perfil de pH, en que se detecta 
inic ialmente una leve disaainuc i6n y luego sube hast a l legar a 
valores de pH 6 a las 150 horas de cultivo. 

A partir de las 40 horas el au~ento fue brusco, lo que se deberia 
al rApido crec i•iento detect ad•:- en for ma visual (se aprec ian muchos 
mAs focos blancos de •icel io que •'.)tr as veces). 

En general el perfil de pH durante la fermentacH•n 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 s6lido. La evoluci6n de la humedad no manifiesta 
mayor variaci6n y se estabiliza alrededor del valor de diseno <65 
7.). Esto es consecuencia de que las sucesivas pasadas de aire seco 
CHR menor que 50 7. por 10 minutos) no provocan secado del lecho de 
cultivo. 

El perfil 'de. actividad de agua tiene una tenc!encia global poco 
clara. ~unque inicialmente aumenta, al final ter•ina en valores 
11enores que o. 95. C090 se ha observado anter iormente, no se ha 
pOdido obtener una correlaci~n aceptable entre la humedad y la 
actividad de agua del s6lido. 

En la figura 3 se presenta la evoluci6n de temperatura del lecho 
s61 ido y los val ores de los par.imetros de control inanipul ados. 
Primera•ente es necesario mencionar que en esta fermentacil.tn hubo 
dos aspectos que dificultaron la evacuaci6n del calor generado. 
Uno, como ya se ha mencionado, es la deteccil.tn visual de un 
comienzo m.is vigoroso de la fermentancil.tn <relacionado con el 
estado del in6culo). El otro aspecto es la existencia de un medio 
ambiente levemente us c.il ido que en otras oportunidades, debido al 
tiempo de verano. Esto tuvo como consecuencia que los eleaaentos de 
control para calefaccionar (foco infra-rojo para aire de entrada y 
resistencia para calentar bano del humidificador> estuvieran sin 
uso durante todo el cultivo. 

Al observar la figura 3.a se puede ver que hasta las 30 horas de 
cultivo la temper•tura estuvo alrededor de 25 •c; sin embargo de 
ahi en adelante •sta comienza a subir, no logr.indose ba.jarla 
mediante pulsos de agitar.i6n mec.inica. Cuando el cultivo pasa los 
28 •c (a las SO horas) como estaba programado se comienza a 
real izar pasadas cortas de aire ser.:o. Esto se aprec ia en la figura 
3.b a la hora SO, lo que se real iza con.juntamente con un 
enfriamiento por hielo del agua de humidificacit..n. Este 
enfriamiento se refle.ja en la temperatura del aire de entrada 
(figura 3.b> que baJa a valores de 18-13 •c. Esto ultimo se realiz/.. 
debido a que la temperatura de entrada del aire (22-23 °C> era muy 
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al ta para tener un gr ad iente de temperatura respecto del cult i vc• 
<25 •c> que per•itiera en fr iamient·~ p·~r aire. 

Esta accilon conjunta de control, adem~s de agitacilon manual, logra 
bajar la temperatura del le·:ho s•H ido despu~s de la hora SO, c•::-ni·~ 

se aprecia en la figura 3.a. Sin embargo la temperatura no tarda en 
volver a subir generando otra a•:•: i·~·n similar de control a la hora 
60, con igual resultado. 

Esta estrategia se continu~ durante la fermentaci6n, pero a pesar 
de esto hubo una clara tendencia al alza de temperatura. Cabe 
destacar que se logr6 mantener la mayor parte del cultivo en un 
rango de telftperatura entre 25-3o•c, ql.~ 0:..-.rresponde a u rango 
aceptable para la producci~n de bi0111asa y enzi•a. 

Por 6ltimo cabe hacer notar que el agregar aire seco al feraentador 
por tieaapos aayores, podria haber facilitado el enfria•iento del 
lecho s6lido, pero se habria producido un secado del •ismo, COllO 

aconteci6 en experiencias anteriores. Se trat6 de que no ocurriera 
esto 6ltimo, teniendo en cuenta que la humedad relativa del aire de 
entrada esta vez fue aenor que la einpleada en otras fermentaciones. 

Puede c-oncluirse queen la presente fer•entaci6n se logr6 eliminar 
la conta•inaci6n bacteriana cocno consecuencia de la asepsia •As 
estricta llevada a cabo. La observaci6n al aicroscopio perilite 
apreciar s6lo una conta•inaci6n aenor por levaduras. 

Los niveles de actividad enzi•Atica y enriqueciatiento proteico 
resultaron por debajo de lo esperado, por las razones ya senaladas. 
Cabe menc ionar que una observac i6n del •icel io en crec imiento 
per mite aprec iar que luego de sucesivos per iodos de agi tac ilon, 
presenta una apariencia fisica bastante mAs deteriorada, lo que 
indica que est a agi tac i6n perturbt!o el vigoroso crec imiento inic ial. 
Sin embargo, es claro que la agitaci6n del cultivo fue necesaria 
para r04nper focos calientes y canalizaciores de aire que se fueron 
creando conforme avanzaba la fermentaci~n. 

Puede concluirse que se ha logrado la reproducibilidad de ciertos 
comportamientos t ipicos en f"SS pi loto, coaao var iac i6n de pH, 
humedad y per fil t~rmico del lecho s61 ido, en respuesta a las 
variables de control manipuladas. No obstante, las medidas tomadas 
para lograr un mayor nivel de asepsia, aunque ef icaces desLe esa 
perspectiva, provocaron una disminuci6n del nivel de enzima 
producido, lo que plantea la necesidad de una mayor experimentaci6n 
para l~grar un control mAs efectivo del proceso. 

En esta (Jltima operaci6n se produjo una cantidad cercana a los 
veinte ldlos de material fermentado, en base seca, el cual fue 
sometido a la operaci6n usual de secadeo y molienda. Una parte del 
material fue remitida a INT~ para la finalizaci6n de los estudios 
tox icol 6g icos y nu tr ic ir.onal es y el material restante fue al macenado 



para fines demostrativos y eventual es anAl isis. Se adjunta una 
IM.lestra del producto, que por sus caracteristicas de aronaa y sabor 
result6 apetecible para los ani•ales de prueba. 

G.2.2. Experiencias de recuperaci6n y estabilizaci6n de 
celulasas. 

Recuperaci6n de celulasas del sustrato s61ido. 

Estudios de recuperaci6n de enzi•as extracelulares en fer•entaci6n 
en sustrato s6lido (~SS>, han permitido demc•strar la si.plicidad 
del proceso. Se ha reportado extraccion estAtica por simple 
percolaci6n o eluci6n, obten~ndose un extractc• l i"'J)io sin necesidad 
de recurrir a la filtraci6n del liquido percolado o eluido (1). 
Tambi~n se ha realizado la extracci6n por agitaci6n del •aterial 
s6lido en un solvente acuoso, produci~dose en este caso desorci6n 
de la enzima con un cierto grado de desintegraci6n del s61 ido. 
~inal.ente debe •encionarse la extracci6n por prensado, que tiene 
la ventaja de producir una diluci6n •enor de la enzima, pero con 
menores rendi•ientos de recuperaci6n. 

Se reporta los resultados del estudio de recuperaci6n de celulasas 
por extracci6n en diferentes solventes acuosos, realizAndose 
posterior.ente en el solvente seleccionado un estudio del efecto de 
la raz6n solvente:soluto y del tiempo de extracci6n. 

Estudios preli•inares de extracci6n por prensado, produjeron 
resul tados in fer lores a los obtenidos por ext race i6n acuosa, siendo 
preli•inarmente descartada como alternativa. 

ttetodologia 

Se trabaj6 con muestras de material fermentado <coseta agotada de 
rlittlOlacha, CAR>, con T.aureoviride 7-12! en columnas de Alazard -
Raimbault, de 11 dias de fermentaci6n, con humedad de s6lidos de 
69"/. y pH 6,3. Alternativamente se utiliz6 material poveniente de 
las experiencias realizadas a nivel piloto. 

El pri•er estudio consisti6 en determinar el solvente acuoso mAs 
apropiado. Muestras de 2 gramos de material fermentado fueron 
so.etidas a extracci6n en 30 ml de distintos medios 1 iquidos 
durante S min. a 125 rpm. Los medios liquidos utilizados en la 
extracci6n enzimAtica fueron agua destilada y tamp6n citrato pH 
4,8; considerAndose tambi~ su suplementaci6n con Tween BO y 
cloruro de sodio, de modo de estudiar la efectividad del 
sur factante en 1 a desorc i6n del compl e.jo enz im6t ico y de 
solubil izac i6n por salado al emplear NaCl a un nivel ne fuerza 
i6nica O.~ 11. En estas experiencias, la raz6n de extracci6n 
utilizada fue de 2 gramos de material fermentado en 30 ml de medio 
1 iqudo. Cada muestra fue agi tada pc•r 5 min. a 125 rpm y el extracto 
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se centr i fug6 por 10 min. a 5000 rpm. En el sobrenadante obtenid•::> 
se anal iz6 1 a act i vidaJ degradat i va s•::>bre papel f il tro, p•::>r el 
Etodo del Acido dinitr•::>salisilico, actividad de celobiasa por 
cuantificacilon de la velo•:idad inicial de hidr•H isis de •:elobiosa 
a glucosa, medida por Glucostat, y proteina excretada por el m~todo 
MOdi ficado de Lowry, de a•:uerd·::o a los procedimientos anal it ic•'.:\S 
previa.ente reportados. 

Una unidad de papel filtro (Uf'F) se defini~ como la cantidad de 
enzi•a que produce 1 umol de equiv6lente de glucosa por minuto, 
etnpleando papel Whatman N!! 1 c._.,n•::o sustrato, en ccofldic iones 
estandar izadas seg(ln lo report ado prev iamente. Una un idad de 
celobiasa <UC> se defini6 como la cantidad de enzima que produce 1 
uinol de glucosa por minuto, eftl?leand•' •:elobiosa cc•mo sustrato, en 
condiciones estandarizadas segun l~ reportado previamente. 

Una vez seleccionado el solvente, se estudi6 el efecto del tiempo 
de extracci6n y de la raz6n solvente: soluto. En el pri•er caso se 
analiz6 S, 10, 20 y 30 min. para una raz6n de 2 gramos de s6lido en 
30 •l de solvente. Una vez seleccionado el tiempo de extracci6n, se 
estudi6 razones soluto:solvente de 2:5, 2.10, 2:20, 2:30, 2:40 y 
2:50 <en g de s6lido por ml de solvente). Las restantes condiciones 
se •antuvieron coa.o en el primer estudio. 

Resultados y Discusi6n 

Los resultados obtenidos con distintos solvn.ntes acuosos se 
presentan en la Tabla 1. 

Tabla 1: Actividad en papel filtro y proteina excretada por 
gra.o seco logradas en experiencias de extracci6n 
con diferentes medios liquidos. 

MEDIO LIQUIDO 

Tampon Citrato pH 4.8 
Agua destilada 
Tamp6n + 0.1 ml tween BO 
Agua dest. + 0.1 •l tween 80 
Sol. 0.3 M Na Cl en tamp6n 

UPf" /g. secc• 

11.88 
13.04 
11.95 
11.50 
11. 88 

Prot Excr./g.seco 

0.051 
0.060 
0.049 
(J.046 
0.047 

Delos resultados obtenidos, puede observaYse que la mayor cantidad 
de proteina ex tr aida se 1ogr6 con agua dest i 1 ada produc i~ndose 
aumentos de un 9 - 11'1. en la actividad de papel filtro respecto de 
los otros medios liquidos utilizados. Aunque las diferencias 
obs-.rvadas son poco significativas, re~ulta obvia la ~onveniencia 
de utilizar agua destilada como solvente. En todos los casos la 
actividad especifica de la proteina extraida fue similAr. 



Los resultados del efecto del tiempo de extracci~n en agua 
destilada como solvente se presentan en la Figura 4, en donde puede 
observarse que se produce una significativa extracci6n de proteina 
en los pr imeros 10 min. y que t iempos mayor es producen sol•'.:I un leve 
aumento • En cuanto a la enzima, se observaun aumento mc~erado de 
la recupera•:i6n al aumentar el tiempo de extraa::•:i·~·n en el rango 
estudiado. 

Los resultados del efecto de la raz~·n solvente:soluto, para un 
tiempo de extracci6n seleccionado de 10 min., se muestran en la 
figura 5, tanto para la actividad de papel filtro como para la 
actividad de celobiasa. El m.iximc• nivel de extra•:•:H•n de celulasa 
Cactividad de papel filtro> se obtiene para la raz6n 20 ml: 2 g. En 
el caso de celc·biasa y proteina total extraida, se observa un 
incremento fuerta de la recuperaci6n hasta una raz6n 20 •l: 2 g, 
aumentando solo •uy levemente a razones solvente:soluto •ayores. 

En base a los resul tados obtenidos puede concluirse que las 
condiciones mAs favorables para la extracci6n enzim.itica desde los 
s61idos fermentados son 20 •l de agua destilada por 2 gral80s de 
s6lido por du~ante 10 •in. Los resultados obtenidos en extracci6n 
por prensado (no mostrados> resul taron signi ficativamente 
inferiores·a los obtenidos por extracci6n acuosa. Aparente•ente se 
produce una iaaportante inactivaci6n como consecuencia del 
incre•ento t~r•ico que de .omento no ha sido resuelto, debido al 
diseno de la prensa. El problema est.i actualmente siendo estudiado 
en •ayor profundidad, por est iiaarse que no es conven iente descartar 
definitivaaaente una alternativa que tiene la venta.ja de producir un 
extracto enzi•Atico •As concentrado. 

El •ayor r.ivel de extracci6n con agua destilada es contrario a lo 
que se anticip6. Se obtuvo un efecto negativo al incrententar 
.oderada.ente la fuerza i6nica hasta la zona de solubilizaci6n por 
salado <salting-in>, mediante la adici6n de cloruro de sodio o 
tamp6n c itrato.. El fen6meno puede atr ibuirse a 1 a distorsi6n 
produc ida por la cant idad de sal remanente adsorbida al s61 ido 
Cprincipalinente sulfato de amonio) que pudo haber llevado la 
concentraci6n salina mAs all.i del punto de solubilizaci6n por 
salado <salting-out>, afectando en consecuencia negativamente la 
extracci6n de proteina enzi•.itica. 

Pudo observarse que la raz6n celobia5a:celulasa (UC I UPF> 
extraida en la fermentaci6n en sustrato s61 ido de CAR con :L.. 
aureoyiride es de 1.64, valor superior en aproximadamente un 23% 
a la obtenida en fermentaci6n sumergida con un sistema an.ilogo <2>. 
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<;2). CABELLO, A. L. 1'931. Prc•ducci·~·n de Celulasas de T. aureoviride 
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Estabilizaci6n de celulasas mediante adici6n de agentes 
preservantes. 

Con el prop~·sito de establecer la estabil idad de almacenamiento del 
preparado enz im.it ico pro::odw: ido, se real i zaron exper ien•: ias de 
almacena1niento con dist intc•s agentes preservantes en di ferentes 
dosificaciones, sugeridas por literatura. Esta informaci6n es 
relevante, ya que la eventual utilizaci6n de la enzima requiere una 
estabil idad compatible con los t iempos de almacena.je y 
comercializaci6n. Se estima que el tiempo de uso de una enzima no 
deberia ser inferior a los seis meses luego de producida. Por otro 
lado se requiere mantener el preparado enzim~ticc libre de 
contaminaci6n microbiana. 

11etodoi og :i a 

Se emple6 inuestras de extracto enzim~tico producido en las 
condiciones descritas en la secci6n anterior. Estas •uestras fueron 
for111Uladas con los siguientes agentes estabilizantes: 

Sorbato de Potasio 0.2 7. p/v 
Timerosal o. 1 ;. v/v 
Azida de Sodio 0.02 1. p/v 
GI icerol 5(1.0 ;. v/v 
Gl icerol + Timerosal 507. v/v; 0.1 7. v/v 

A cada una de las auestras anteriormente senaladas, adem~s de un 
control <sin preservante>, almacenadas en c.imara fria a 10 ~C, se 
les sigui6 la cin•tica de p~rdida de actividad durante 60 dias. 

La actividad de papel filtro se determin6 de acuerdo a lo indicado 
previamente. 

Resultados y Discusi6n 

En las figuras 6 a 10, se observan los efectos de cada uno de los 
preservantes estudiados sobre la estabilidad de la celulasa, en 
relaci6n al control. 

En Tabla 2, se registra el pH inicial del caldo luego de la adici6n 
de los preservantes. 



Tabla 2: pH inicial de los caldos de fermentaci6n tras la 
adici~n preservantes. 

Preservante 

Control 
Sorbato 
Timerosal 
Azida 
Gl icerol 
Glicerol + Timerosal 

pH 

S.28 
5.96 
5.31 
5.59 
5.25 
5.3 

El preparado em: i1n.1t ico se mant iene bastante est able durante los 
primeros 30 dias de almacenamiento, con p~rdidad de actividad por 
debajo del 10 7.. Cur iosamente el •.inico caso en que se observa una 
p~rdida mayor, del orden del 20 7., es con glicerol + timerosal. 

Para este per iodo de almacenamiento no se observan di ferenc ias 
signi fie at ivas entre las muestras cc•n preservante y el control. 

Luego. de 60 dias ya es posible observar di ferencias entre las 
muestras preservadas y los respectivos controles. Sin adici6n de 
preservantes se produjo al cabo de 60 dias una disminuci6n del 557. 
en la actividad de papel filtro. Con azida de sodio se produjo una 
disminuci6n de solo un 347.. Le siguen en efectividad el timerosal 
y la mezcla glicerol-timerosal con una disminuci6n del 407.. Los 
restantes preservantes ensayados produjeron una disminuci6n 
superior al 457.. 

Durante el tiempo senalado no se observ6se contaminaci6n en las 
muestras preservadas con az ida, gl icerol y t imerosal. En ;;;ambio las 
muestras con sorbato de potasio y los controles fueron 
contaminados, siendo 1 a contaminac i6n ostensible al ;;;abo de 60 
di as. 

Desafortunadamente el efecto de estabilizaci6n m~s significativo 
fue con azida de sodio, que no es un producto de grado alimentario. 
AOn asi y aunque las diferencias con el control fueron 
significativas, el efecto de estabilizaci6n de estos agentes no 
puede considerarse satisfactorio. 

Recuperaci6n y estabilizacion de celulasas mediante 
precipitaci6n por salado 

Con el fin de lograr un preparado estabil izado se estudi6 la 
recup~raci6n y almacenamiento del preparado enzim~tico por 
precipitaci6n con sulfate• de amc•nio (salting-out>, que demostr6 ser 
una buena alternativa en la recuperaci6n de celulasas producidas 
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Tabla 2: pH inicial de los caldos de fermentaci6n tras la 
adici6n preservantes. 

Preservante pH 

-----------------------------------
C•:-ntrol 
Sorbato 
Timerosal 
Azida 
Gl icerol 
Glicerol + Timerosal 

5.28 
s.·36 
5.31 
5.5'3 

El preparado enzimAtico se mantiene bastante estable durante los 
pri•eros 30 dias de almacenamiento, con p~rdidad de actividad por 
debajo del 10 7.. Cur iosamente el tin ic•:• caso en que se observa una 
p6rdida mayor, del orden del 20 1., es con glicerol + timerosal. 

Para este per iodo de almacenamient•:o no se observan di ferenc ias 
significativas entre las muestras con preservante y el control. 

Luego de 60 dias ya es posible •..)bservar di ferenc ias entre las 
euestras preservadas y los respectivos controles. Sin adici6n de 
preservantes se produjo al cabo de 60 dias una disminuci6n del 557. 
en la actividad de papel filtro. Con azida de sodio se produjo una 
disminuci6n de solo un 347.. Le siguen en efectividad el timerosal 
y la mezcla 91 icerol-timerosal cc•n una disminuci6n del 401.. Los 
re1ttantes preservantes ensayados produjeron una disminuci6n 
superior al 457.. 

Durante el tiempo senalado no ~e observ6se contaminaci6n en las 
muestras preservadas con az ida, gl icerol y t imerosal. En cambio las 
nauestras con sorbato de potasio y los controles fueron 
contaminados, siendo la c•::.ntaminac i6n ostensible al cabo de 60 
di as. 

Desafortunadamente el efecto de estabilizaci6n mas significativo 
fue con azida de sodio, que no es un producto de grado alimentario. 
A~n asi y aunque las diferencias con el control fueron 
significativas, el efecto de estabilizaci6n de estos agentes no 
puede considerarse satisfactorio. 

Recuperaci6n y estabilizaci6n de celulasas mediante 
precipitaci6n por salado 

Con el fin de lograr un preparado estabilizado se estudit.. la 
recuperaci6n y almacenamiento del preparado enzimAtir.o por 
precipitaci6n con sulfato de amonio (salting-out>, que demostr6 ser 
una buena alternatlva en la recupera~i6n de celulasas producldas 



por fermentaci6n sumergida de cepas de T.reesei Cl). La 
precipitaci6n por salado tiene la ventaja adicional de permitir la 
concentraci6n del preparado enzimAtico, ya que por lo general el 
precipitad•::o resultante es altamente s•::oluble y puede por tant•::o ser 
resuspendido en un pequeno vol umen de I iquid•::o. 

l'tetodologia 

La precipitaci6n de la enzima desde el extracto se efectu6 con 
sulfato de amonio al 677. de saturaci6n , en tamp6n citrato pH 4.8. 
A fin de no provocar zonas de mayor fuerza i·~·nica se agreg·~· bajo 
agitaci~n la soluci6n saturada de sul fato de amc•nio al extracto 
enzim.itico. Posteriormente la mezcla resultante se mantuvo en 
cAmara fria a l0°C, por 24 horas. Transcurrido este tiempo, la 
suspensi6n conteniendo la enzima pre•:ipitada, se •:entrifug~· a 
11.000 rpm. durante 15 min. 

Luego, se midi6 cuidadosamente el volumen del sobrenadante y el 
pellet fue resuspendidQ en 15 ml de tamp6n citrato pH = 4.8. 

Al sobrenadante, al precipitado resuspendido y al caldo inicial, se 
les midi6 la actividad sobre papel filtro, de acuerdo al 
procedi~iento usual. 

Muestras de prec ipi tado enz imAt ico en su f ato de am•::onio al f.77. de 
saturaci6n fueron almacenadas en cAmara fr ia, estudiAndose la 
estabilidad por un periodo de 64 dias. 

Resultados y Discusi6n 

Los resultados obtenidos en la precipitacit!on con sul fato de amonio 
se presentan en la Tabla 3. 

Tabla 3. Precipitaci6n de celulasas del extracto enzimAtico con 
sulfato de amonio. 

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

Caldo inicial 
Sobrenadante 
Precipitado resusp. 

UPF"/ml 

0.253 
0.018 
0.653 

Vol. Cml) 

50 
150 

15 

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

Al realizar unbalance de actividad, se obtiene: 



d•::onde: 
UPFe 
UPF. 

UPFp 

UPFd 

= 
= 
= 

= 

Activid~d total inicial 
Actividad total en la sc•luci~·n sobrenadante luegc• 
de la precipitaci6n 
Actividad total en el precipitado 
resuspendido en tamp•~•n. 

Actividad perdida en el proceso 

Reemplazando valores se tiene: 

Luego: 

0.253 * 50 = 0.018 * 150 + 0.653 * 15 + UPFd 
12. 65 = 2. 70 + '3. 80 + UPFd 
12.65 = 12.50 + UPF"d 

UPFd = 0.15 

El porcentaje de recuperaci6n de actividad de papel filtro es: 

7. Recup.= < 9.80 I 12.65 > * 100 
= 77.57. 

El porcentaje de actividad remanente en el liquido descartado es: 

7. Reman. = < 2.7 I 12.65> * 100 
= 21.37. 

Y el porcentaje de p~rdida de actividad es: 

7. P~rd. = C 0.15 I 12.65 ) * 100 
= 1. 1 '31. 

La estabilidad del precipitado enzimAtico, mantenido en soluci6n al 
677. de saturaci6n con sulfato de amonio se presenta en la tabla 4. 

Tabla 4. Estabilidad de celulasa precipitada con sulfato de amonio 
al 677. de saturaci6n, al macenada a 10 2C. 

Tiempo (dias) UPF"/ml UPF' 7. Rec up er ac i 6n 

0 0.157 3.14 100 

32 (). 125 2.50 80 

64 o. 13(1 2.60 83 



No se c•bserv~· ningun signo de: contaminacio~·n mi•:r•:•biana en el 
preparado enzim~tico al cabo de dicho tiempo de almacenamiento. 

La precipitacil•n por salado ...:on sul fato de amonio result6 un 
sistema adecuado para la recuperaci6n de la celulasa en el extracto 
enz imAt ico. Se produ.jo una p~rdida de act i vi dad durante I a 
opera•: i ·~·n de prec ip i ta•: i ·~·n de s•:•l •:• un 1 'l.. La a•:t i vi dad no 
precipitada, en cambio fue de algo mas de un 20 X. Este valor es 
signifi•:ativ•:•, per•:. puede ser reducido traba.jando a una 
concentraci6n de sal mayor, la que no fue ensayada, tomando el 
valor de 67 'l. de saturaci·~·n de experien•:ias previas de re•:upera•:i·~·n 
de celulasas de caldos fermentados con T.reesei. 

La precipitaci6n por salado produjo un efecto significativo en la 
estabil izac Hm del preparado enz imAt i•:•:o. Lueg•:o de 64 di as se 
produjo una perdida de solo el 17 'l. de la act i vi dad inic ial, que se 
compara muy favorablemente con un 34 X para el mejor de los 
preservantes ensayados y un 55 7. para el control sin preservantes. 
La perdida de actividad se pro:odujo en los primero::>s dias de 
almacenamiento, estabilizAndose luego sin posterior decaimiento. 
Ello permite anticipar un tiempo de vida media de alma•:enamiento 
elevado, compatible con su eventual aplicaci6n industrial. 

Bibiografia 

C 1>. SCHAF"f"ELD, G., I LLANES, A., NUNEZ, L. 1988. F-:ecovery of 
cellulase from spent broth of sugar beet pulp fermentation by 
Tr ichoderma reesei. MIRCEN J. of Appl. Microb iol. Biotechnol. 
4, 414-417. 
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Figura N°1..:.. Perfil de pH del cultivo, 
tercera FSS celulasa. 
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Figura N°2 Perflles de humedad y actlvldad de 
agua en lecho s6lido,tercera FSS celulasa. 
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N° 3a. Evoluci6n de temperatura del 
lecho s6lido,tercera FSS celulasa. 
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Figura H0 ...l.k.:.. Valores de los parAmetros de control 
aanlpulados,tercera FSS celulasa . 
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H. SACARIFICACION ENZ lttATICA. 

Co•o una for•a de evaluar la cal idad del preparado enz i•cit ico 
producido por f"SS con T.aure-~viride 7-121, se estudi~ la 
sacarificaci~n enzi•.itica de coseta agotada de rem-:•lacha (CAR>. 

El sustrato util izado fue pretratado mediante hidrM isis .ic ida 
suave, que per•ite la solubil izacH•n selectiva de la he!!iicelulosa 
contenida en la CAR. Las condiciones del pretratamiento fueron las 
previa•ente estable-:idas (ver lnforme de Avance N• 6>. 

Las experiencias de sacarificaci~n se realizaron bajo las 
condic iones establec idas co.to 6pt imas encontradas para una eel ulasa 
coflH!rcial, trabaJando sobre CAR (1). 

ttetodol og i. a 

La~ condiciones de operaci6n utilizadas en hidr6lisis .icida fueron 
las siguientes: 

CAR 
H:a504 
Teinperatura 
Velocidad agitaci6n 
Tie.po 

= 25 g/l ; 
= 0.274 t1 
= 80 oC 
= 300 rpm 
= 1 h 

+60 -100 mallas 

La resuspensi6n resultante fue neutralizada con NaOH 1 M, filtrada 
lavada repetidaiaente con agua destilada y posteriormente el s6lido 
retenido secado en estuf a a 60 -C. 

Las experiencias de sacarificaci6n se realizaron sobre CAR 
pretratada quimica•ente por hidr6lisis Acida suave. No obstante a 
fin de evaluar la efectividad del pretratamiento en cuanto a 
degradabilidad del sustrato, se consider6 una experiencia control 
con CAR cruda <sin pretratamiento>. 

El preparado enzlm~tico utillzado fue obtenido a partir del 
extracto proveniente de f"SS en CAP. con T.aureoviride 7-121, 
conteniendo 0.734 UC/ml y 0.445 UPF/ml. Como control se e•ple6 un 
preparado comercial de celulasa de T.reesei CENZECO Cellulase Tv-
1000, Enzyme Development Corporation, New Vory, EEUU>>, utilizado 
al mismo nivel de actividad de celulasa. El preparado comercial 
debi6 ser previamente prec ipi tado con sul fato de amonio y dial izado 
a fin de remover la gran cantidad de az6cares empleadas en su 
formulaci6n. 

Las experiencias de sacarificaci6n se llevaron a cabo en un reactor 
de vidrio Pyrex de 4 litros, provisto de un sistema dP. agitaci6n 
meciAnica con un propulsor de cuatro aspas. El volumen de traba.jo 
fue de 2 litros y se trabaJ6 a 500 rpm. La concentraci6n de 

n ,. 
.• { 



sustrato empleada fue de 10 g/l de CAR c:pretratada •=• •:ruda) y el pH 
del sistema fue ajustado a 4.8 mediante tamp6n citrato 0.1 M. 

Como variables se estudi~ la temperatura de reacci~·n y la raz~n 
enzima:sustrato CE/S) empleada. Se trabaJ•!• a 50 y 30 •c ya raz•::ones 
E/S de 1:2 y 1:6 Cp/p), que corre"Eponden a u; y 5.3 UPF/g sustrato 
respect ivamente. E! volumen de preparado enz im~t i•:o requer ido se 
calcul~ considerando dichas razones E/S y la concentraci6n de 
sustrato. 

El curso de la reacc i6n de sacar i ficac il•n se siguil· mediante 
muestreo cada dos horas. Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm. 
por 10 min y se anal iz6 az(lcares reductores por el metc•dc• del Acido 
dinitrosalicilico, actividad de papel filtro y actividad de 
celobiasa con determinaci6n de glucosa por el metodo de glucostat 
CSig•a>. La concentraci6n de celulosa se determin6 mediante el 
metodo de Effland. Los procedimientos anal iticos empleados y las 
definiciones de unidades de actividad son los usuales reportados 
previa•ente. 

La conversi6n alcanzada durante la reacci6n se expres6 en base a 
porcentaJ~s de sacarificaci6n <7. S>, cuantificado como: 

AR 
'1. s = 0.9 * ----- * 100 

CI 

en donde: 

AR = concentrac i6n de azucares reductores 
producidos por hidr6lisis enzim.!tica 

CI = concentraci6n inicial de celulosa 

El valor de 0.9 corresponde a un factor de correcci6n, para 
expresar el porcentaJe de hidr6lisis en base a un valor mAximo de 
1007. correspondiente a la hidr6lisis total de celulosa a glucosa, 
ya que por cada enlace 0 1-4 hidrolizado se adiciona una mol~cula 
de agua. 

En la experiencia de sacarificaci6n enzimAtica de CAR pretratada 
conducida a 30 •c y E/S de 1:6, se analiz~ el grado de adsorci6n de 
la enzima a los s6lidos durante la sacurificaci6n. 

Se estudi6 tambi~n la cin~tica de inactivaci6n termica de la 
celulasa en ausencia de sustrato a 50 y 30 •c. 



Resultados y Discusi6n 

Las exper ienc ias de sacar i ficac H•n se real izaron con CAR pretratada 
quimicamente y, a fin de analizar el efecto del pretratamiento se 
consider{• una exper ienc ia test igo con CAR cruda. Se real iz·~ tambi~n 
una experiencia testigo con CAR pretratada sin adici6n de enzima, 
que nc• produjo un nivel detectable de azucares reduct•::-res. Por 
consiguiente puede afirmarse que el efe•:to de sa•:arificaci·~·n es 
debido integramente a la acci6n enzimatica. 

En la Figura 1, se presenta un resumen de los resultados obtenidos 
en las experiencias de sa•:arifica•:i(on enzimatica realizadas a 
dist i.ntas temperaturas y raz•:•nes EIS. Los resul tad•:•s cc•rresp•:•nden 
a 30 horas de sacarificaci·~·n, no observandose variaciones mas allA 
de ese tiempo. 

En la Figura 2, se compara los resul tados anter iores, con los 
obtenidos en condiciones analo:•gas con celulasa comercial de 
T. reesei <ENZECO, Cell ul ase Tv-1000). 

En la Figura 3 se presenta los resultados c•:irrespondientes a la 
adsorci6n de la celulasa a los slolidc•s durante la sacarificaci6n de 
CAR pretratada, a 30 °C y E/S de 1:6. 

En la figura 4 se presenta los resultados de inactivaci6n t~rmica 
de celulasa de T.aureoviride a 50 y 30 °C, en ausencia de sustrato. 

En exper ienc ias a 50 ·c, no se observ6 di fer enc ia en el porcenta.;e 
de sacarificaci6n final de CAR pretratada obtenido con razones E/S 
de 1:2 y 1:6. En ambos casos se obtuvo un 731. de sacarificaci6n al 
cabo de 30 horas de reacci6n ever Figura 1>. Como es 16gico, la 
velocidad inicial de sacarificaci6n fue sensiblemente superior para 
la raz6n EIS de 1:2, decayendo en el tiempo hasta aproximarse a la 
velocidad de sacarificaci6n observada a 30 °c, lo que sugiere un 
efecto de inactivaci6n t~rmica. 

Con CAR cruda a 50 °C y una raz6n E/S 1:6, tanto el nivel de 
sacarificaci6n final <42 1.) como la velocidad de sacarificaci6n 
resultaron sensiblemente inferiores que con CAR pretratada ever 
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 raz6n E/S de 1:6 se 
obtuvo una baja velocidad de sacarificaci6n con un nivel final de 
tan s~lo 331.. Sin embargo, al aumentar la raz6n EIS a 1:2 se logr6 
un nivel de sacarificaci6n final por sobre el 857., muy superior al 
obtenido en iguales condicio:ines a 50 •c, aunque la velocidad 
inicial de sacarificaci6n fue logicamente menor. Esto sugiere que 
a dicha temperatura la celulasa es inactivada de manera 
significativa, lo que no es sorprendente dado el car~cter 
termosensible de las cepas de T.aureoviride. 



A fin de corroborar lo anterior se analiz6 la estabilidad termica 
del preparado enzimAtico de T.aureoviride, cuyos resultados 
mostrados en la Figura 4, •:onfirman lt:o anterior. A 50 "C, se 
produjo una rApida inactivaci·~n durante las primeras 10 horas, 
estabil izAndose lueg•:• en un val•:•r cercano al 60 7. del val 1: 1r 
inicial. 

Estos resultados se refieren a enzima l ibre de sustrato, por lo que 
no pueder. predec ir nit idamente el ·=·:·mportamiento dur ante la 
sacarificaci6n, dEbido a la posible adsorci6n de la enzima a los 
s6lidos y el efecto de protecci6n por sustrato. De los resultados 
present ados en 1 a Figura 3, puede •:•bservarse que la enz ima es 
rapidamente adsorbida al ser •:onta•:tada con el S•H ido, siendo 
posteriormente desorbida en forma gradual durante la 
sacarificaci6n. Esto es afortunado pues durante el periodo inicial, 
donde la inactivaci6n t~rmica es mayor, la enzima se encuentra 
parcialmente protegida debido a su mayor nivel de adsorci6n al 
s6lido en ese periodo. 

No ·obstante ello, el efecto de inactivaci6n t~rmica a 50 •c es 
mani fiesto si se le compara con ~l obtenido a 30 °C donde la 
inact ivac i6n fue mucho menor. A esa temperatura se observ6 una 
caida. inicial hasta un 907. de la actividad inio:ial durante las 
primeras diez horas, estabilizAndose luego. Por lo tanto la 
4nactivaci6n fue solo levemente superior al 107. y ocurri6 en las 
primeras 10 horas, que corresponden al periodo en el cual la enzima 
estA aun mayoritariamente adsorbida al s6lido en la experiencia de 
sacar ificaci6n. La estabil idad termica de la enzima a 30 •c 
Justifica entonces los resultados obtenidos· a 30 •c y E/S de 1:2 
que aparecen en la f'igura 1, dc•nde se obtuvo el mAs alto nivel de 
sacar if icac i 6n. 

Por otro lado debe destacarse de los resultados mostrados en la 
f'igura 3, que la actividad enzimAtica permanece practicamente 
indlterada durante todo el periodo de sacarificaci6n a 30 •c. Al 
comparar este resultado con el obtenido en la Figura 4 a esa misma 
temperatura, puede comprobarse el efecto de protecc i6n de la 
actividad enzimatica por la prese11cia de su sustrato s61 ido. La 
limitaci6n al nivel de sacarificacil.on final obtenido a 30 °C y EIS 
de 1:2 Cver f"igura 1) estaria entonces dado, no por limitaci6n 
enz imAt ica, sino por el agotamiento de 1 a porr.: i I.on de r.:el ul osa 
accesible al ataque de la enzima. 

A 30 °c se observa una marcada diferencia tanto en la veloc\dad 
inicial r.:omo en el nivel de sacarificaci6o en relaci6n a la carga 
enzimAtica, lo que puede atribuirse a que se estA trabajando por 
debaJo del punto de saturaci/.on de la enzima con sustrato. Igual 
cosa ocurre a 50 °c en relacil.on a la velocidad inicial de 
sacarificaci6n, tambien mayor a E/S de 1:2. Sin embargo el nivel 
final de sacarificaci6n es similar, lo que es atribuible a la 
prevalencia del fen6meno de inactivaci6n termica a esa temperatura. 



Esto es C•::>n°:c0rdante con resul tados report ados en l i teratura en 
sistemas similares (3). 

Los resul tados c1btenidos en 1 as exper ienc ias real izadas a una al ta 
raz6n E/S con la ce1ulasa de T.aureoviride , permiten concluir que 
no se advierte un posible efecto inhibitorio de los productos de 
reacci6n sobre la actividad enzim~tica. La presencia de una alta 
activi~ad relativa de celobiasa en el caso del complejo enzimAtico 
de T. aureovir ide contr ibuye en este case• a al i vi ar el posible 
efecto inhibitorio de la celobiosa sobre la celulasa que es notable 
en el caso del compleJo celulolitico de T.reesei (4). 

En el caso de CAR pretratada, al •:omparar en la Figura 2 lo:•s 
resultados de sacarificaci6n obtenidos con las celulasas de 
T.aureoviride con los de la celulasa comercial, puede advertirse 
que a 50°C y E/S de 1:6 se obtiene un 85% de sacarificaci6n con la 
enzima comercial de T.reesei Cmuy similar al valor obtenidos a E/S 
de 1:2, cuyos resultados por claridad n•:o apare•:en en la Figura 2>, 
contra el 73 7. obtenido con las celulasas de T.aureoviride. Esto 
sin duda puede atribuirse al carActer termoestable de las celulasas 
de T.reesei, cuya temperatura 6ptima de reacci6n es en torno a 50 
•c, lo que no ocurre con la celulasa de T.aurec•viride. En la 
experiencia testigo de sacarificaci6n de CAR cruda, en cambio, se 
obtiene un nivel de sacarificaci6n cercano al 40 'l. con la celulasa 
de T.aureoviride, muy por sobre el 12 7.. obtenido con la o::elulasa 
comercial de T.reesei. 

Lo anterior podria explicarse, dada la actividad xilanolitica 
reportada en caldos fermentaci6n sumergida de CAR con este 
microorganismo <2>. La enz ima estar ia actuando sobre 1 a 
hemic~lulosa contenida en la CAR (cruda>, aportando de este modo 
una mayor cantidad de az(lcares reductores, le• que c•curre de manera 
mucho menos significativa con el preparado enzim~tico de T.reesei, 
de escasa actividad xilanolitica. En este •:aso seria entonces 
necesario redefinir el Z S como: 

donde: 

AR 

'l. s = 0.9 --------
HCI + CI 

HCI = concentracit.•n inicial de hemicelulosC\ 

obteni~ndose en tal caso tambi~n un 7.. de sacarificaci6n cercano al 
12 Z, aunque con una concentraci6n de az6carse reduct0res 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 peque~o. 

Puede cc•ncluirse que las pruebas de sacarificaci611 cr.:rn celulasas 

{0 



producidas por f"SS con T.aureoviride fueron ex.i.tosas lograndose un 
elevado nivel de sacarificaci6n de CAR a razones E/S de 1:2 y 30 
0 c. Los resul tados en es~s •:ondi•: i•::ones son comparables a los 
obtenidos con un preparado comercial de T.reesei a igual raz~·n E/S 
y 50 •c, que corresponde a la temperatura 6ptima para dicha enzima. 
La sacarificaci~·n con celulasas de T.aurec•viride puede a(m ser 
optimizada en funci6n de la temperatura de reacci~•n, me.jorando aun 
mas los resul tad•::os reportados. 
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Figura Ml : Experi~ncias cie hi~r6lisis enzim~tica realizadas con 
caldos de fermentaci6n en CAR cruda y pretratada. 
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llllOLISIS Dl'ZlltllICA. 

A <:» c..O. t/S: 11' .• $8-t 

'8 ! c.r frat .• £/S: 11, •• 511-C 

D <:» c..O. EIS: 11,. •58-c 
I u,. tNt •• EIS= 11,. •$41•c 

F'igur a 12 E~periencias de hidr~lisis enzim~tica con celulasas 
provenientes de caldus de fermentaci6n de T. 
aureoviride 7-121 (l:.,~.: y celuiasas com~ ... o::iales de 
T. reesei < o, • > en cr,F.: •:ruda y pretratada. 
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Figura 13 : Actividad de papel filtr'<:r presentada en hidr•Hisis 
enzimAtica de CAR pretratada para EiS=li6 y 30•c. 
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I. CO'IPOSICION PROXIttAL DEL PRODUCTO FERl'ENTADO Y PERF'IL 
Al'llNOACIDICO DE LA PROTEINA 

1.1. Composici6n proxi.al del producto fermentado 

ttetodologia 

• 

La marcha analitica para la determinaci~n de la composici~n 

proxi•al de la CAR fermentada fue real izada de a•:uerdo a lo 
informado previamente (ver lnformes de Avance N• 4 y 5) en base a 
la metodologia propuesta por Effland <TAPPI 60: 143, 1~77). 

Resultados y Discusi6n 

La composici6n proxiaal de la CAR fermentada, correspondiente a la 
6ltima experiencia piloto aparece en la Tabla 1, junto con la 
composici6n de CAR cruda, para efectos de comparaci6n. 

Tabla l. Composici6n proximal de CAR fermentada 

7. base seca 

CAR cruda CAR fermentada 

Hidrosolubles 11.3 43.1 
Lipidos 1.1 1.4 
Pectinas 8.1 l.S 
Hemicelulosa 47.6 7.'9 
Celulosa 21.S 4.1 
Lignina 3.0 11. '9 
Proteina CNx6.25) 7.4 30.1 

Debe destacarse el incremento en hidrosolubles y 1 ignina y la 
disminuci6n en pectinas y obviamente celulosa y hemicelulosa. 

La reducci6n en el contenido de pectinas est.i indicando que 
T.aureoviride produce pectinasas. Esto se habia advertido 
indirectamente a trav•s del cambio de consistenc ia del medio s61 ido 
en las etapas inic iales de fermentac it.,n, donde se produce la 
l iberac i6n de sustanc ias que provocan una apar ienc ia pegaJosa, 
asociada a la liberaci6n y solubilizaci6n de sustancias p•cticas. 

El aumento en el contenido de lignina es bastante apreciable. Esto 
es debido en parte al car.icter recalcitrante de la lignina, que 
tiende por tanto a acumularse en el producto fermentado y a la 
presencia de B glucanos y otros polisac~ridos altamente insolubles 
que con fr or man 1 a pared del hc•ngr.:1 y que son anal i zados como 
"1 ign ina" de acuerdo al met ode• de E ff 1 and. De todos modos, este 
el evado ni vel de material rec al c i tr ante cc•nst i tu ye un probl ema par a 



el producto ya que incrementa su •:t:•ntenid•:- de fibra, provocando las 
dificultades nutricionales desta~adas en el punto D de este 
informe. 

El contenido de celulosa se redu•:e en un 817., lo que es considerado 
muy sat isfa•:tor io, si se le •:•:•mpara •:on el ni vel de redu•:c il•n de 
solo el 677. obtenido en fermentaci6n sumergida de CAR con T.reesei 
(Illanes y Schaffeld, Biotechn•:•l. Letters 5(5):305, 1983). 

La reducci6n del contenido de hemicelulosa es apreciable, 
alcanzando al 847.. Esto debe ser cvnsiderado coaao algo propio de 
las cepas de T.aureoviride, donde se ha comprobado una alta 
actividad xilanol itica (ver Informe de Avance N• 6). Sin duda este 
aspecto es un ante•:edente muy favorable para el uso de 
T.aureoviride en el enriquecimiento de CAR, que posee precisamente 
un elevado contenido de hemicelulosa. Por contraste, las cepas de 
T.reesei tienen una baja capacidad de degradaci6n de hemicelulosa, 
coaao lo comprueban los resultados obtenidos en fermentaci6n 
sumergida de CAR <II lanes y S·:ha f feld, Rev. Arg. Microbiol. 
14<2>:97, 1982) con una reduccil•n de solo el 347., lo que hace 
necesario en ese caso un pretratamiento ~cido para la remoci6n de 
la hemicelulosa. 

El contenido de proteina en el s61 ido aumenta cuatro veces, 
alcanzando en esa fermentaci6n un tenor final del 307.. Debe 
senalarse que en esta fermentaci6n se obtuvo un contenido proteico 
inferior al usual entre 35 y 387.. Ello puede explicarse en raz6n de 
la aaenor actividad enzim~tica producida en esa fermentaci6n, lo que 
fue anal izado en el punto G. 2.1 de este In fc•rme. A•:tn considerando 
este valor, el incre~ento del contenido proteico se compara 
favorablemente con el obtenido en fermentaci~n sumergida de CAR con 
T. reesei, donde se obtuvo un tenor final de proteina del 287. 
Cillanes y Schaffeld. op.cit. 1983) 

I.2. Perfil aminoacidico de la proteina 

El trabaJo fue contratado al Dr. Osvaldo Gonz~lez de INTA, 
Universidad de Chile y eJecutado en el departamento de An•lisis 
Instrumental de 1 a Facul tad de F'armac ia de 1 a Uni versidad de 
Concepci6n. 

Resultados y Discusi6n 

Los resultados del perfil aminoacidico de la proteina del producto 
de CAR fermentada con T. auYeov ir ide (CARF'TA> se m•.Jestr an en 1 a 
Tabla 1. 

Para efectos comparativos se ha indicado el perfil F'AO, el perfil 
del producto PROCOFERM ( CAR fermentada por T.reesei) y el de una 
proteina microbiana producida en hidrocarburo (proceso Kuwdit). 



Tabla 1. Per f il aminoac id i•:o (g/ 100 g de prc•teina) de la pr•:•teina 
de CAR fermentada ·=·m T. aureovir ide CCARFTA), de la 
pr•:-teina de CAR fermentada •:o:on T. reesei, pr•::oe:eso sumerg ido 
CPROCOFERM), de la proteina micro:obiana de p~troleo~, 
proceso Kuwait CKUWAIT) y del patr O:·n FAD. 

AMINOACIDO CARFTA PROCOFERM KU\.IAIT PATRON FAO 

Isoleucina 5.'30 4.42 4.54 4.00 

Leucina 6.2(1 8. 17 7.07 7.04 

Lisina 4.23 4.45 C' ..... C' 
Je<li:.J 4.70 

Fenilalanina 4.69 4.32 4.28 
6.08• 

Tirosina 5.46 4.23 5.23 

t1etionina 3.10 2.62 1.99 
3.52** 

Cistina 2.32 4.51 0.23 

Treonina 4.22 6.30 7.08 4.00 

Valina 5.61 7. 16 6.42 4.96 

Asp•rtico B.64 12.66 7.54 

Glut~•ico 11. '90 11.26 11. 54 

Serina 7.60 4.43 3.71 

Glicina 4.99 7.53 16.75 

Histidina 3. 12 2.15 1. 9'9 

Arginina 4.3'3 3.54 4.8'9 

Alanina 3.'35 8.61 7.52 

Prolina 8.68 2.15 3.17 

Triptofano N. D. 1.43 N. O. 0.96 

95 100 l(J(l 

-------~---------------------------------------------------------

* f"enilalanina + Tirosina 

** . Metionina + Cistina . 



El per f i I aminc•ac idico de la proteina puede considerarse aceptabl e, 
con un buen nivel de aminoAcidos sulfurados, aminoacidos 
ar•;)aaticos, treonina, isoleucina, leucina y val ina. Sc•la..ente el 
nivel de 1 isina aparee:e bajo en •:ompara•: i~n al patr·~·n FAQ e in•: luso 
leveinente por debajo del pr·~u·:to anAl~o PROCOF"ERtt y de la 
proteina Kuwait. 

Debe destacarse que exist en di ferenc ias signi fie at i vas en los 
niveles de algunos aiain·::-A•:idos entre CARF"TA y PROCCTERM, n•:• 
obstante provenir atabos del •isftlC• sustrato, lo que indica la 
diferencia entre la proteina celular de T.auree~viri~e y T.reesei. 
El hecho •as destacable es el alto nivel de aminoacidos sulfurados 
en CAR.-TA, que esta por sobre el patr6n FAO. El nivel de .-etionina, 
que suele ser deficitario en proteinas forrajeras, es superior al 
de las otras dos proteinas de origen microbiano. 

En la apreciaci6n del Dr. &°JflzAlez se trata de una proteina de 
cal idad aceptable a buena, con un cl•mputo aininoac :idico de 78, 
restando por conocer el contenido de triptofano que no fue 
dfeter•inado. 

La comunicaci6n del Dr. Gonzalez sobre los resultados obtenidos por 
el Laboratorio de Analisis Instrumental de la Facultad de Farmacia 
de la Universidad de Concepci6n, aparece en el Anexo 4. 
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.J. PASANTIA DE INVESTIGACICJN EN UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA 
l"IOL I NA, LI t1A, PERU. 

Co.o parte del progra•a de intere::ambic• de exper ienc ias durante el 
desarrollo Jel proyecto, el ingeniero e::hileno Sr. Christian Bernet 
real iz~ una estadia de invest iga•: H•n en el Laborator io de tticologia 
y Biotecnologia de la Universidad Nae::ional Agraria La l'lolina en 
Lima, Pen.·1, bajo la supervisH•n del D•:N:tor Marcel Guti~rrez Cc•rrea. 

La estadia se real iz·~· entre el 1·3 de enerc• y el 29 de febrero. 

El i ngen i er o Ber net f ue uno de 1 os r esponsab 1 es de 1 a 
i!llplementa•:H•n del fer11entad•:•r prc1t.':otipc• en nuestro laboratorio y 
participl• en el desarrollo de las experiencias piloto de FSS 
realizadas con la cepa de T.aureoviride en coseta agotada de 
retn0l acha CCAR>. Por ell·~ fue sel ec•: ionado para real izar est a 
estadia cuyos objetivos eran: 

12. Realizar un estudio conaparat.ivo de FSS de CAR con cepas 
.utantes de T.aureoviride producidas por el grupo chileno y de 
T.reesei producidas por el grupo peruano, bajo las condiciones de 
inoculaci6n y propagaci6n desarrolladas en el laboratorio del Dr. 
Marcel Guti~rrez. 

22. lntercambiar experiencias relativas a la implementaci6n de los 
sistemas auxiliares y del sistema de control de los equipos para 
~SS desarrollados. 

El prieer objetivo fue cabal1nente cumpl idc•, habi~ndose obtenido muy 
buenos resultados con ambas cepas, lo que puede observarse en el 
Informe respectivo, contenido en el Anexo S 

Pudo comprobarse una mayor capac idad product iva en 1 a cepa de 
T. aureovir ide, lo que ya habia sido demostrado previamente en 
nuestro laboratorio. 

El segundo objetivo fue logrado solo parcialmente, ya que solo pudo 
•real izarse un intercambio de r:onoc imientos y exper ienc ias y 
con0o:er la estrategia y detal les del sistema de adquisic i6n de 
datos y control adquir ido 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 Per~, ya que el equipo habia sido adquirido muy 
recientemente y estaba a(an en etapa de instalaci6n, habi~ndose 
programado la primera experiencia de prueba para el mes de abril. 

El informe del ingeniPro Sr. Christian Bernet se encuentra en el 
Anexo 5. 
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ANEXO 1 



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/ONUDl/DP/RLA 83/003 
CONTRATO 91-0916 

. ANDRES ILLANES - Coordinador 

DR. OSVALDO GONZALEZ C. M. V .,M.Sc. 
INSTITUTO DE NUTRICION Y 

TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS 
UNIVERSIDAD DE CHILE 



Evaluar ln calidad biol6~ica y loxicol6gica del 

produclo "CoseLa agotada d~ remolacha, enriquecida por fermenta-

ci6n con el bongo Trichoderma aureoviride". Para este fin se 

programaron 4 experimentos diferentes: 

1. Estudio de loxicidad subcr6nicn en rnlas. 

2. Evaluaci6n biologica de la proleina •ediante los melodos de 

PER (Protein Efficiency Ratio) y NPR (Net Protein Ratio) 

3. Estudio sobre parametros reproductivos en ratas. 

4. Ensayo en pollos broiler en crecimiento 

Previo al desarrollo del estudio biol6gico, la 

muestra del producto recibido de la Ur'.versidad Cat6lica de 

Valparaiso-Ingenieria Bioquimica- se someti6 a un an61isis quimi-

co proximal (A.Q.P) que incluy6 determinaci6n de humedad, extrac-

to etereo, f ibra cruda, proteina y cenizas, segun tecni cas del 

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

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

Hu med ad 7.72 

Extracto etereo 0.84 

Fibra cruda 20.32 

Protef na 35.31 (N x 6.251 

Cenizas l 0. 13 
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Dietas ulil.izadas en experiencin de l.ox.icidnd suhcronica y cslu-

dio reproduclivo en rnlas. 

Como bnse se utili36 una f6rmula eslandar para 

ratas de laboratorio ( l4'6rmula AIN- Nill7, modi ficada por Osvaldo 

Gonz,lez). Para formular las raciones experimenLales se procedi6 

a reemplazar parcialmenl.e la cuatro fuentes princi pa] es de pro-

tefna (carne, soya, pescado y leche) por coseLa enriquecida. El 

reemplazo se efectu6 rebajando proporcionalmente e] aporte de 

proteina de los cuatro ingredienLes mencionados. La coseta 

enriquecida se agreg6 en las proporciones de 

A = 16 g/100 g 

B = 8 g/100 g 

c = 4 g/100 g 

D = Sin coseta. Oleta control 

La suma de la proteina nportada por la coseta y 

los otros cuatro ingredientes, calculnda en base al AQP en el 

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

y leche, vari6 entre 16,01 y 16.14 gramos por 100 gramos. 
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FORHUL.A PARA RATAS ( ~/1 OOg) 

A { 16%) n (8XJ c (4%) fl (Control) 

Harina de carne 6.5 7. 1 7.7 8.0 

Afrecho de soya 6.6 8.7 10.3 12.0 

llarina de pescado 6.2 8.5 9.2 10.0 

Leche descre•ada en polvo 2.3 2.7 2.8 3.0 

Coo~ta enriquecida 16.0 8.0 4.0 

Harina de •aiz 32.42 35.02 36.02 37.02 

Harinilla de trigo 10 10 10 10 

Trigo entero •olido 10 10 10 to 

Alfalfa deshidratada 4 4 4 1 

Levadura de cerveza desh. 2 2 2 2 

Aceit.e de •afz 2 2 2 2 

Sal co•un 0.1 0.1 0.1 0. l 

Fosf ato tricalcico 1.25 1. 25 1.25 1.25 

Conchuela fina•ente •olida 0.25 0.25 0.25 0.25 

Pre •ezcla •inerRl 0.12 0.12 0.12 0.12 

Pre •ezcla vita•fnica 0.26 0.26 0.26 0.26 



Pre-aezclas de Vitaminas ~ Mineral~3 

Pre-mezcla mineral 

Carbonato de Cobalto 

Sulfato de Cobre 

Sulfato Ferroso 

Oxido de Hanganeso 

Oxido de Zinc 

Yodo (Yodato de Calcio) 

Excipiente (Sacarosa) esp 

Pre-mezcla vitamfnica 

366 mg 

3.662 mg 

110 g 

55 g 

15 g 

1.3 g 

1.000 g 

Vitamina A estabilizada (Palmitato o acetato) 4. 700. 000 u. I. 
Vj.tamina D3 

d-Alfa Tocoferol Acetato 

Vitamina K (Menadiona) 

Cloruro de Colina 

Acido F6lico 

Niacina 

d-Pantotenato de Calcio 

Riboflavina 

Tiamina 

Piridoxina 

d-Biotina 

Vitamina 812 

Excipiente esp 

4 

3,900.000 u.1. 

17. 000 u. I. 

2.8 g 

476.0 g 

1.9 g 

25.5 g 

15.3 g 

2.9 g 

8.5 g 

l. 5 g 

ll9.0 mg 

3.'100.0 mcg 

2.000.0 g 



:.. r.1 

Contenido de ele•entos ainerales en diela control (*I 

Calcio (g/lOOOg) 11 1t.3 

Cobre (mg/JOOOg) 1). J 20 

Fierro (•g/lOOOg) 330 - 300 

Hagnesio (g/lOOOg) 1. 5 1.2 

Hanganeso (ag/lOOOg) 59 60 

Sodio (g/lOOOg) 2.8 2.1 

Potasio (g/lOOOg) 7.5 7.1 

Zinc (mg/lOOOg) 57 50 

Croao (ag/lOOOg) 0.85 - 1 

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

Analisls quf aico proxiaal ( * ) 

Huaedad = 11 8.5 % 

Proteina = 21.3 19.13 x 

Ext. Etereo = 8.3 13 x 

E.N.N (x Dif. ) = 49.2 46.58 x 

Fi bra = 4.3 5. 1 x 

Cenizas = 5.9 7.69 % 

E.B. = 4.614 cals/gramo 

(*) Datos obtenidos de experiencias previas (2 mueslrns) 



1. JSTUDIO l!t; TOXICIDAD SUOCRONIC~ ~~ RATAS 

Para este estudio se utilizaron 80 machos Wislar 

de 24 a 27 dias de edad divididos en cuatro grupos: 

Grupo A, Ali•entados con una dieta con 16% (peso/peso) de coseta 

enriquecida. 

Grupo B, con 8X de coseta enriquecida en su diet.a. 

Grupo C, con 4X de coseta en la diela, y 

Grupo D, Control 

Todos los aniaales fueron manlenidos en 

condiciones aabientales adecuadas con control de temperatura (18 

a 24• C)i hu•edad (45 a 70X de H.R.) y luainosidad controlada con 

ciclos.de 12-12 horas de luz-oscuridad. 

Cuatro grupos de ocho ani•ales, con cada una de 

las dietas, fueron aantenidos en jaulas individuales hasta el fin 

del experiaento. En ellos se efectuaron los controles de peso, 

consu•o de ali•ento, recolecci6n de muestras de orina y se 

aantuvieron hasta los dlas 84 a 90 con el fin de efectuar los 

controles post-•ortea. Las 48 rata5 restantes se mantuvieron en 

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

observaci6n sacrificio y necropsia a las 4 y 8 semanas. 

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

control6 consuao de alimento individual. 
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En los dfas 28 y 56 se sacrificaron 6 ratas de 

cada grupo para efectuar necropsin y deteclur posiblPs lesiones 

aacrosc6picas. 

Durante todo el desarrollo de la experiencia se 

observ6 el coaporta•iento y el aspeclo externo de los animales. 

Entre los dias 84 y 90 se tom6 muestrAs de orina, 

en jaulas aetab6licas, a 6 animales de cada uno de los grupos A, 

B y C y a 4 del grupo D. En estas auestras se efectu6 un 

urianalisis que incluy6 densidad, pH, alb6mina glucosa y estudio 

de sedi111ento. 

Entre el dfa 84 y 90 se secrificaron, bajo 

anestesia barbiturica, los 32 machos mantenidos en jaulas 

individuales. Previo al sacrificio se les tom6 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 incluy6 determinaci6n de nitr6geno ureico, 

gl icemi a y las enz iaas f os fa tasa al cal i na y trans a• i nasa 

glutamico-oxalac~tica. El estudio de hemograma y de qufmica 

sangufnea ae efectu6 a 6 ratas de cada uno de los grupos A, B y C 

y a 4 del D. A todos los animales sacrifir.ados se les efectu6 

necropsia en busca de posibles al tcraciones macrosco6picas. En 

estos 32 aniinales se disec6 y contro16 peso a los siguientes 

6rganos: higado, rifi6n, bazo, coraz6n, testicuJos, ndrenales y 
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tiroidcs. A 6 machos de c-nda uno clc los grupos trnl.ndos y a 4 

del grupo conlrol se les lomo muest.ru Ill~ hf gndo y r i non era for•n-

1 ina al lOX para estudio histopatol6gico. Elias fueron procesadas 

aedianle ticnicas histol6gicas habituates preparAndose placas con 

tinci6n de hematoxilin~-eosina para observnci6n m1crosc6pica. 

RESULT ADOS 

No se detecl6 alteraciones en el comporLa•iento 

ni en el aspecto externo en ning6n animal durante el desarrollo 

del experimento. El pelaje se present6 normal en coloraci6n, 

brillo y disposici6n. No se observ6 ning6n tipo de secreci6n 

anormai ni deposiciones alteradas. 

En las necropsias efectuadas a las 4, 8 y 12 

se•anas no se apreciaron lesiones macrosc6picas. 

internos se presentaron normales. 

Los 6rganos 



CUADRO N. l 

GANANCIA .12.t; PESO _U! RATAS 

a) A las 4 semanas 

Grupo A (16%) B ( 8X) U ( Gonlrol) 

x 110. 75 139.4 138.87 1-16.5 

D.S. 29.40 26.11 41.42 33.91 

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

b) A las 8 semanas 

Grupo A (16X) 

x 182 

D.S. 38.36 

Diferencias N.S. 

c) A las 12 se•anas 

Grupo A (16") 

x 221.88 

D.S. 44.67 

Diferencias N.S. 
DS = Desvinci6n Estandnrd 

B ( 8X) 

200.9 

39.71 

B ( 8") 

236.75 

41.05 

C (4X) 

212.25 

48.94 

C (4X) 

239 

49.8 

D (Control) 

213.12 

49.24 

D (Control) 

257.25 

41. 6 



CUADRO N" 2 

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

a) A las 4 seaanas 

Grupo A (16%) B ( 8X) C (4X) D (Control) 

x 7.63 8.58 7.94 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 ( 16X) B ( 8X) C (4X) D (Control) 

x 10.14 10.13 10.05 10.26 

D.S. 0.63 0.6'1 o.ao 0.67 

Diferencias no siginificativas (N.S.) 

c) A las 12 semanas 

--------
Grupo A (16X) B ( 8X) C ( 4X) D (Control) 

-------------------- -------·-· ----·----

x 9.25 9.45 10.20 9.55 

D.S. 0.79 0.63 0.87 0.83 

--------------
Diferencias N.S. 
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CUADRO N. 3 

PESO DE ORGANOS 

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

Grupo A (16X) B ( 8%) C (4X) D ( Cont.rol) 

x 3.47 3.85 3.37 3.49 

D.S. 0.24 0.39 0.41 0.30 

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

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

Grupo 

x 
D.S. 

Diferencias N.S. 

A (16X) 

684.5 

42.48 

B ( 8X) 

760.75 

180.76 

c) Coraz6n (mg/100 g de peso corporal) 

Grupo A (16X) B (8X) 

x 296.9 305.5 

D.S. 19.5 16.12 

Di ferencia signif icativa B con D y 
casos) 

11 

C (4X) 

724.0 

92.11 

c (4X} 

301 

11. 04 

c con D ( p 

D (Control) 

689.4 

56.6 

D (Control) 

282.87 

22.8 
·-·-· --· ·--·-

<0.05 en ambos 



CONT. Cuadro N" 3 

d) Bazo (•g/100 g de peso corporal) 

Grupo A (16X) B (8X) C ( 4X) n (Control) 

x 205.75 220.25 212.5 209.25 

D.S. 13.68 21.79 15.56 12.02 

Diferenci;- N.S. 

e) Testfculos (mg/100 g de pes~ corpornl) 

Grupo A (16X) B (8%) c (4%) T> (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 (ag/100 g de peso corporal) 

Grupo A ( 16X) 

x 12.02 

D.S. 1.87 

Diferencia significativa A 
con D (p <0.02). 

g) Tiroides (mg/lOOg peso 

Grupo A ( 16") 

x 9.51 

D.S. 1. 84 

Diferencias N.S. 

B (8%) 

10.26 

1.11 

con B (p 

corporal) 

B ( 8") 

10.22 

2.31 

J7 

c (4%) 

9.7 

1. 28 

<0.05); A con 

c ( "") 

9.'19 

1. 36 

D (Control) 

10.19 

1. 57 

------c (p <0.02) y A 

-
II (Control) 

9.5 

J. 32 

~ r 
( . ..:. 



CUADRO N. 4 

RKSUl .. TAOOS DF. m•:HOGRAHAS 

ESTUDIO O.GONZALEZ 
SANG RE 

GRUPO E VGH llTO llB ncos 
----

A 6.85 62 4 3. l 14. •t 5327 
8 .19 56 46.3 t 5. !l 10400 
7.99 56 44.9 1 5. 1 8830 
7.75 60 47.2 15.4 5703 
7.35 61 46.0 15.2 10350 
7 .19 62 45.3 15. 5 6488 

B 7.37 64 49.0 J5.9 6749 
6.73 62 43.9 14 .9 6694 
8 .14 60 49.0 16.3 8917 
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 1.20 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.G 6799 
7.95 59 46.9 16.J 8221 

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

RESUHEN DE FORMULAS DENCOCITARIAS (llANGOS POR GRUPO) 

GRUPO Neutr.Banda Neulr.Seg L,j n f. Monoc. F.or.;i Basof. 
x " " " % " 

A 0-4 18-38 36-66 4-12 0-1 
B 0-3 16-29 50-(i8 8-11 
c 1-7 15-32 34-72 8-14 0-1 0-1 
D 0-3 19-40 38-64 G-12 0-1 

---------·-·-··-- ... ··-·--- -------

I .~ 



CUADRO N• 5 

RESULTADOS DE ANALISIS DE 9UIHICA SANGUINEA 

QUIHICA 

GRUPO Uremia Glicemia F.Alcaliba G01' 

-- ---·----
A 0.38 0.69 380.5 74 0.32 1.00 453.9 61 0.27 0 .19 239.7 100 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 "94. 7 46 0.47 1.82 661. 9 54 0.48 2.01 294.8 51 
c 0.31 0.26 226.4 68 0.33 0.87 499.8 68 o. 45 2.79 26.5 m/e 0.34 0.55 205.0 74 0.40 1. 49 336.6 '11 0.47 1. 91 26 J • 1 38 
D 0.32 1. 78 451. 9 14 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 

1<1 
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CUADRO N" 6 

RESULTADO~ DE URIANALlSIS 

Huestra 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 Lodas las mues 
A 1030 6 30 Neg tras (A,B,C y 0) 
A 1017 6 30 Neg se encontr6 canti 

dades variables 
B 1037 6 Neg de cristales de 
B 1025 7 Neg oxalatos,eritro-
B 1027 5 30 50 cilo~ (1 a 5 por 
B 1022 6 30 Neg campo) gl6bulos 
B 1032 6 Neg blancos (0 a 5 por 
B 1026 7 30 Neg campo) y escasas 

bacterias (NOTA: 
c 1033 6 20 Neg lus mueslras no 
c 1020 5 30 Neg se t.oman esleri-
c 1022 6 30 Neg les). 
c 1020 6 30 Neg 
c 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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INFOHHE BIUPSIA 

fECHA: 20 Mayo, 1997 

ENVIADO POR: Dr. Osvaldo Gonzalez 

ESP[C IE: He ta Eoqo :4 mese~f.t.O: Machos 

··-================:.:====·==~====':":=~-= -===. -: ::~-·-·-:.. 

GRUPO A 

A-1 

Hig•do: No se observ•n leeiones h1etopatol6g1cas 

Rir.6n : C~ngestlon lave 

A-4 

H1~ado: Tumer•cc16n ce~ular levc 

Rin6n : Tumef •cc16n calular leve 

A-7 

Higado: Sin lesionas m1crosc6p1cas 

R1~6n : Tumeracci6n celular lave 
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.. . .. 
GRuPO ~ 

e-9 
Higado: Tumeracct6n celular leve 

R1n6n : Congesti6n y tumeracci6n calular leve 

B-1lt 

oboervo una lnflltracl6n •arcad• de c6lul•• ....,onucleare• con preo .. 1-

nio de linfocltos y m~cr6fagos. 

Congeatlon ..,oer•d• y ....,efaccl6n celuler mere•••· Se oh•••••" foco• 

Ril\6n 

de nefr1t1e 1nterst1cial eubaguda. 

GRUPO C -
C-11t 
Hlgado: S6lo •• aprecl• un foco d• cilul•• lnfla•atorl•• ...,nonucleare• (llnfo-

clt•• y ,..cr6fagos) en una triad• portal. No se oooervan otr•• leolon•• 

Rtn6n 
Tumeracc16n celular leve 

C-19 
Higado: Tumefaccl6n celuler l•••· AdemO• se present• un roe• d• necroal• con 

cilul1• lnflltratlves del tlpo macr6fago. Adyocente e le lesl6n 1nte -

rlor, 11 trlad• port1l preaanta una grin cantld•d de •'lula• macr6fago• 

llnfocltarla. No ae apracl1n otrd• foco• 1nr1am1torl•• o nacr6tlco• en 

el resto de la preparac16n. 

17 

R1t\6n 
Congestion 1 eve. 



C-21 

Hig•do: Tu•ef•cc16n celular leve 

R1ft6n : Congeet16n leve 

GRUPO 0 (CONTROLES) 

0-26 

H{gado: Tu•eraccl6n lave 

Ri~6n : Congest16n leve 

0-32 

Higado: Tumeracc16n leve 

Rift6n : Tumefacc16n leve 

C~CLUSIDll: Las alteraciones observadas aon inespec!ficas, no representando le-

siones de importancia y por lo tanto no son atribuibles • problemas 

t6x1cos. En elgunos casos se encontr6 lesiones rocales 1nflamator1as 

de pequeno tamano no relaclonadas al tlpo de al1mentac16n. 

S H 

Veter1nar1o 
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RESUHKN DF. 1u-:sm.TAOOS o~ II J S1"0PATOl.(JG I A 

C:rupo 

A ,, -•lras) 

D 

(4 •ieatraa) 

eonseat j6Q T•-rar.icin Otra:s alle· r:oncen t i iln 

raci~5 

J positiY•• I -rcada I con infl•- s po9i ti YS!I ..... J I eves -r.inn 1 ~AliYa 

J ne1ativa11 2 nept iYS!I 

5 posiliYas t lt!ves I con for.o h~- f po•ILiYas 

I ne1atiYa 2 ne1ativas -.orr69ico. 2 IH!latiwa~ 

con inf la-

' posiliYas 5 le.,•• 
lewes 1 ne11ttiva 

2 poailivaa ...... 
2 n•1•tiv•• 

J leven 
I ne1ativa 

-cic\n 

2 con infla

-ci6n 

4 poaiC.ivas 

2 ne1•tiYa11 

2 posit ivns 

2 ne1ntivn 

T,_facinn Olras alte-

r•~ion.• 

--------·---

5 pD!I it j YS!I 

I rM!llal iYll 

4 posiliwa!I I con infla-

2 ne11tl.iYas -ci6n 

J ponilhaa 

J nf!SA'-iwaa 

l p<>t> i I. j YSS 

2 Rf!Sll I iv a 

.. ; . 
' -



l~a caJ id:ul biol6~ica cl<• la prol.riua sp tlel.crmino 

mediant.e •etodos de PEil de Chapman, Casli.l lo y Camphel I ( 1959) y 

NPR de Pellell y Young (1980). l';irn <>sl.o s<.~ cmplenro11 3 grupos de 

10 ral.as de a•hos sexos, cepa Wist.ar y de 21 a 2'.l cllas de c.-Jad. 

Un grupo rue el conlrol y S<" alimC>nt.6 con lllHI diPl.a ~fl base a 

caseina por la calidad biologica comprubad;i dt.• esl.a prot.·~ina y su 

alla <t~g~sl.ibilidad (98%). 0 l ro g ru po r<>c il1 i <) 1 ;1 cl i e I.a con 

coset.a enriquecida co110 ruenle de proLC'i11a. Un l.er·•..:c-r grupo 

recibic5 unn diela aprol.eica. I.as diet.as de cusc1na y coseta 

enriquecida fueron elaborados seg~n la formula siguienl.e: protei-

nas lOX; Grasa lOX, mezcla vilaminica IX; mezcla mineral J.5X 

(American Institute or Nul.riUon); cclulosn rn polvo c.~.p colll-

pletnr un 5X de fibra y maicena c.s.p. complelar 100. La dietn 

aprol".eica solo se diferencic5 en que la fuente proteicn (caseina 

o coset.n enriquecida) fue reempJnzadn por mniccnn. 

El esludio Luvo 1111a duracjou cic 4 srmanns duranlc 

las cuales las ratas se mantuvjeron en Jnulns inclivjduales de 

fondo cribado, con ngua y diel.n. ~..!I J__!J;~itum y hajo condicjones 

controladns de temperalura y humE>dad. ScmnnaJ mr.n LP se n•al j znro11 

cont.roles de peso e ingest.n. La di::;t.rilmci611 de Jn:,; raf.;ts asigna-

dns n cadn grupo de esL11di1J se h.i?.o en rorma alt_•al.or·ia utiliznndo 

un s.ist.<-ma de bloqu~ basndo en cl IH'so y di::;l.rih11y<·11do las rot1.1s 

al uza r en cada ld oq11C' por cada di c I.a 11sada. 

.., .;. 
f .... 



De acuf>'rdo con C'I mi~lodo ch•1 NPH, l;is ral.as c-n 

dic-1.n aprot.ricn sr auu1l.u,·irrn11 p•H" l·I dias. 

Parn c-1 r:-sl.adio de PEH se apl io) In f<)rmulu: 

Gnnancla de peso (g) 
PER = ----------------------- = (x 2R dins) 

g de proteina ingerida 

Para el estudio de NPR se aplic6 la f6rmula: 

NPJl = 

Ganancia de Peso (g) + P~rdida de peso grupo 
aproteico (g) 

g prolcinn ingc.>ridn 
( X 11 di as) 

Los resullados se nnnl i?.nron cst.adisl.icamenle 

empleando el analisis de varinnza y e1 test. de Duncan. 

El result.ado dnl PER para la cnscina fue de 3.02 ..± 

0.2 y para la cosela enriquecida fue de -3.77 .± O.:l (r1egnl.ivo). 

El result.ado del NPI{ para I.a caseina fue dP. 1.26 _! 

0.3 y el de la coseta enriquecida f11<' de -0.17 ± 0.2 (rwgat.i.vo) • 

. , .. , 
'· , 
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Pnrn esl.c- <>studio sc- uli I iz.aron 27 hemliras Wist.ar 

de 40 a 45 dins de edad y pl"sanclo ent.t·c- 112 y 135 ~. Se 

dividieron <>n Lres grupos de 9 l1emhrns rf>cihiendo diet.n~ con 

coset.a cnriquecida en 4, 8 y 16% respeclivamf'nt.e. Toda <"st.a 

experiencia se rea.liz6 hajo condjcioncs esl.andnr de vivcro con 

cont. ro J de t.empe ra Lura y hum<"dnrJ y C\.lft con l ro I dt? I um i n•>s i cia.J con 

ci.c.los de 12 horns dr Juz y 12 de oscuridacl. 

Luego de 20 dias hajo est.as concliciones las 

hembras se pusieron en compafiia de machos reprocluct.ores en 

relaci6n de 1 por cadn 3 hembras. Sc manluvieron durant.e 9 d.ias, 

suficientes para abarc.ar al menos 2 cicJos est.ra]rs en cada 

hembra. l.uego se separnron }os machos, se controlo posible 

prefi~z mediante los mflodos usunles de observnci6n visual de 

abullamienlo del abdomen y aumento de peso. A medidn que se 

detect.aban hembras prefiadas se r,oloc:anban en jaulas .inrlividuales 

para esperar el par.to y efect.uar los cont.roles correspondir.nles. 

,, 7 

' '' 

.. , .: . _. 



En estn exp~riencia ~C' ronlrolnron · 

fnd t\:e:.;: 

a) 1. de l'erl i lidnd 

b) I de Nacimienlos vivo~ 

llc-mbras prena 
= ------------

llc:mbrns ct·uzacln:.; 

Crin~ nnr.idas viva~ 
= ---------------------- x 100 
Tot.a.I de crias na("idas 

Grins vivas nl 4" 
c) I de supervivencia de ~· dia = -------------------- x 100 

Cr1as nnc:idas viva~ 

C1·.i:as vJvns al dt"sl.el.e 
d) I de lactancia = ---------------------- x 100 

Crias vivas al 4" dia 



CUADllO N. 7 

Grupo 

Heabras pnridas 

He•bras cruzadns 

Indice de fertilidad 

Crias nacidas v·vas 

Total crias nacidas 

Indice nacimientos vivos 

Crias vivas al 4• dia 

Crias nacidas vivas 

lndice de supervivencia al 4 dias 

Cr!as vivas al destete 

Crias vivas al 4• dia 

Indice de lactancia 

')' , ) 

A ( 16'%) 

9 

89 

4 5 

47 

96 

44 

45 

98 

42 

95 

n ( R'X) C (4X) 

!l R 

9 

100 89 

52 42 

57 43 

100 9R 

50 -12 

52 42 

96 100 

50 4 t 

50 42 

too 9R 



Para rsl.t> Pnsayo se ul.i I izaron r.o pollos hroi ler 

de un din variedad Hy-I.in<" (Chnmpion S.A.) los qur se mnnl.uvieron 

en piso d""° viruln con agun y ulimcnl.os nd-liblt.1.1111 co1i ll'mp,'rnt.urn 

ambient.al de 33 a 38 grnclos, iJuminacion de 14 horn:; de ]11:1. y 10 

de oscuridnd. Al d.in 12 se scpararon 36 pol.los de peso variando 

entre 279 y 363 gramos. l•:ll.os SC" clist.ribuy~ron en form;1 a1cal.o-

ria en 4 grupos mediant.e un sistema de bloque liasado NJ cl peso. 

Cada grupo de 9 aves se mant.uvo duranl.e 6 semanas 

con dietas diferentes. Ellos fueron: 

Dieta A con 20X (g/100 gramos) de coset.a enriquecida. 

Dietn B con IOX de cosela enriquecicia 

Dieta C con 5X de coseta enriyuecJda 

Dieta D control 

Como dieta control se us6 una f6rmula probada para 

broiler. Para introducir Ja coseta e~riquecida en las ot.ras 3 

f6rmu J as se rebajo pro pore l ona.l men t.c 1 ns 2 fuent es pro L~ i cas 

pr.incipales (soya y pescado) de rnanera de hacer isoprot.eicas las 

dietns. Tambien se reba.i6 el conlenido de hariniJJa de trigo en 

lns clict.ns con coseta o fin de compc11snr r.1 conl.enido 1..k fihrCl 

nport.ado por el mnterial f!ll estudio. 

:·r. 
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Semanalmenl.e se conl.rolo el p~so individual. Paru 

su est.udio se efectuo un aniilisis esladist.ico a .los dias 14, 28 

y 42 se obtuvo la media (x) y desviaci6n eslandard (O.S.) para 

cada grupo y los grupos ~ntre cllos se nnaljzaron mrdianle el 

test de student para ver posibles diferencias significativas. 

En los dias 1"1, 28 y 42 se controlo consumo de 

alimento por grupo. 

Con los valores de g~nancia d~ peso y deJ consumo 

de alimento se calcul6 la conversi6n para cada dieta. 

Cuatro aves de cada grupo fu~ron sacriflcadas y 

sometidas a necropsia para observar posibles lesiones macros~6pi-

cas. 

Diariamente se observaba comportamiento, estado 

general y aspecto externo de los cuatro grupos de aves. Solo 

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

administraci6n de las diet.as) y 3 de ellas fueron accidentales. 

27 
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FORMULA DE J..AS O.l lnAs USA DAS EN AVES ( g/ 1 OOg) 

Di etas A (16%) R (8%) c (4%) I> (ConlroJ) 

--------·- --·-- --· ----

Maiz 55.42 57. 16 56.73 54.8 

Harina de pescado 7.JR 10.0·1 11. 37 12. 'i 

Afrecho de soya 15.5 IR.7 20.30 21. 9 

Harinilla de •aiz 2.1 4.9 8.9 

Conchuela 1. 2 I. 2 1.2 1. 2 

Avifos (l) 0.3 0.3 0.3 0.3 

Pre-•ezcla vita•inica (J) 0.15 0.15 0.15 0.15 

Pre-•ezcla •ineral (1) 0.05 0.05 0.05 0.05 

Coseta enriquecida 20.00 10.00 5.00 

(1) Preparados especiales para broilers (AVICOSAN) 
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RESULTADOS 

CUADllO N° 8 

CONTROLES DE PESO AVES 

a) Al inlcio del experimento 

Grupo A (20X) 8 ( 1 ox) C (5X) D (Gontro-1) 

x 316 316 320 320 

b) Dia 11 

Grupo A ( 20") B ( 10") c (5X) D (Control) 

x 668,89 706,67 727,78 693,89 

D.S. 47,81 69,28 86,28 19,65 

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

c} Dia 28 

Grupos A ( 20%) B < 1 o" > c ( 5X) D (Contr·ol) 

x 1053 1318 1314,4 1311,67 

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} fil.ll 4 2 

Gr11pos A ( 20X) 8 ( 1 ox) c ( 5") J) (Control) 

x 1585 2028,9 2119,4 2083,3 

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

Grupos A con B; A con Cy A con D: diferencias significntiva (p 
<0.001) . Grupo 3 con C: diferenc.ia significBl.i.vn (p <O.J ), 

?9 
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CUADRO N. 9 

GANANCIA DE PESO PROHEDIO !!! LAS i....1. 1 y § SEHANA~ DJ•: '.l~llATAHI ENTO 
(g/animal) 

--------

Tratamient.o A ( 20X) B (10%) c ( 5X) () (Control) 

2 semanas 352.9 390.7 407.8 373.9 

4 semanas 384 61?, 586 617.R 

6 semanas 532 710 805 772 

Ganancia acumulado 1.268,9 1.712,7 1.798,8 1.763,7 

C(!ADRO N • 10 

CONSUHO .Ill ALIMENTO PROHEDIO A LAS L_ ! I i SEHANA~ (g/an.imal) 

Tratamienlo A ( 20X) 

2 semanas 477 

4 semanas 541 

6 semanas 734 

Acumulado 1.752 

B ( 10%) 

469 

747 

908 

2.124 

30 

C ( 5X) 

456 

702 

958 

2.116 

n (Cont.ro]) 

447 

753 

910 

2.110 

~ s 
t... -



CUADRO N° 11 

CONVERSION (g alimento consumido/g peso · 

Tratamiento 

2 semanas 

4 semanas 

6 semanas 

Acumulado 

A (16%) 

1. 35 

1. 41 

1.38 

1. 38 

B ( 8%) 

1. 20 

1. 22 

1. 28 

t. 24 

l . 12 

1. 20 

1.19 

1.18 

l. 28 

1.20 

Durante el desarrol lo 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 fisiol6gico comparado con los olros grupos 

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

Dos aves del grupo A y uno del grupo C presentaron 

malformaci6n de las patas con desviaci6n leve tipo pcrosis. 

No se porduj«>ron mucrt.es espontaneaH t:-n njnguno de 

los grupos. 

.'1 l 
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Resultados de las necropsia en av"~ 

Grupo A = Aves de bnjo peso. Zona pericloaca.1 sucin con 

deposiciones oscuras, color verrloso y cafesoso. 

Dep6si tos grasos escasos. Jluesos reshlandccidos. 

Contenido de ciego abundante y de co)or oscuro, dis-

t.ensi6n cecal. 'fres aves presenl.aron enteritis 

catarral leve. 

Grupo B = Aves con 6rganos internos normales. Solo un ave 

present6 distension ceca] con contenido de ciego. 

lfquido oscuro. Todas las aves de este grupo pre-

sentaban dep6sitos grnsos disminuidos o cscasos. 

Grupo C = Aves con 6rganos internos normal es. l':scasos dep6si-

tos grasos. 

No se aprecian lesiones macrosco6picas 

Grupo D = No se apreciaron lesiones macrosco6picas, 6rganos 

internos normal es. Depos i tos grasos regul ares (no 

abundantes). 

.3~ 



DISCUSION DE LOS RESUJ,TADOS 

En la prueba de lox iciil;id suhcr6nica !':e puede ver 

que practicaiaente no hay difercncia en Jn re~puc-~t.a de los 

animales frente a los nivcles de 4 y 8% de coset.n <·nriquecida 

incorporada al alimento. S6lo hay diferencias en gcnPral de bajo 

significado estadislico como por Ej. la menor gnnnnd a de peso 

del grupo A (nivel 16X) a la cuart.a semana (Cuadro N° I) y unas 

diferencias variables en el tamafio de algunos 6rganos (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 recibi6 mayor cnntidad de coseta incorporada 

~ la dicta. Lo mas signir.icativo que se observn cs la di ferenda 

repetida en el tamafio de las glandulas suprarenales cuando se 

compara el grupo A con cada uno de l.os ot.ros grupos. Est.e 

aumento de tanaaiio nos puede indicar que estamos frent.e a un 

inicio de al teraci6n general. Es sabido que la~ adrenales son 

6rganos de choque frente a estados de estress, agresi6n o cambios 

que puedan alterar el funcionamiento normal. En esta situaci6n se 

produce una alteraci6n del eje hipot6lamo-hipofisis, que tambi6n 

puede explicar lo obscrvado en el t.nmnii<> testi.cu.lar. Ult.imumenl.e 

se lrnn publicado trabajos que relaciorann est.ado nut.ricional con 

desnrrollo testicular eRpecialmenle en la J inen l(Prmiranliva n 

expensasde la linen cspermatica. F.n Jn pa1·tc runcional, (ver 

estudio reproductive) nose observ6 nll.eraci6n nlJ(unn. 



;· 
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Los esludios dP err.cl.os nul.ricioraules, como 

consumo de al iaaento y gananc ia de pe~o demuestrnn i nocu idad en 

los niveles empleados. 

Los estudios de hemogramn, urianiilisis y qui•ica 

sanguinea, asi como los de histopntologia, no revelan anormalidad 

en ninguno de los grupos. Una excepci6n la consLituye los 

resul tados de la fos fatasa alcaJ ina la que aparece muy elevada 

para todos los grupos, incluido el control. Este resul tado se 

nos ha repetido en estudios anterjores. Las ratas Wistar, 

empleadas en este caso, nos han arrojado frecuentemente valores 

sobre lo normal que menciona la literatura (135 a 180 U. como 

If.mite· superior del rango). En es ta oportuni.dad no tenemos 

explicaci6n y s6lo debe reviser Ins L~cnjcas y condjciones de 

muestreo utilizadas por nososlros. 

La conclusi6n que podPmos sacar de ~sla parte del 

estudio es que la coseta enriquecidn no demostr6 efeclos t6xicos 

al ser adicionada al alimento de rntas en niveles de 4 y 8X y 

que, aparentemente, al 16% estamos en un nivel marginal sobre el 

cual pudiernn aparecer manifestaciones t6xicas. 

El estudjo sobre la valoraci6n biol6gica de la 

proteina es distinto. (,os resultndos son completamenl.c negnlivo 

ya que los niveles de proteina incorpo~ados n la dicta de ratas 

en crecimicnto no fueron suficienl.eR pnrn susl.cnt.ar un 



crecimi1!nlo minimo Y los nnimnles en experiment.<> 1.('!rminRron en 

malas condiciones. Todo esto no signj ficn que el product.o sea 

t6xico ya que el concepto de toxicidnd est.ii. muy relncionado con 

el de d6sis. Las razones de.I resu 11.ndo neg at. i vo en cs te caso 

pueden ser varias: 

a) Para aportar un 10X de proLeina a la diet.a- como es lo que 

se u til iza en los PER y NPR- huho que prepara r una formula 

que llevaba sobre el JOX de cosela enriquecida. Esto signi

fic6 elevar de partida el contenido de fibra de la dleta por 

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

b) El· contenido real de fibra tiene que ser superior al que 

calculamos basandonos en el A.Q.P., pues Jn del.ermjuncion de 

f ibra cruda subestima el verdadero contenido de los alimen-

tos. Ademas el alto contenido de cenizas puede contribuir 

aumentar el efecto fibra por la presencia de e]ementos 

minerales inertes no absorvibJes. 

c) EL verdadero contenido de proteina de Ja coseta enriquecida 

puede estar falseado ya que es muy probable que el producto 

empleado contenga un porcentaje signi f icali vo de compuestos 

nitrogenados no prote.icos como acidos nucleic.us, nlgun 

sustrato nitrogenado usado en Ja fermcntnci6n (?), mcLaholj

los microbianos, etc. 



d) F.l v11Jor biol6gico tie ln prol.eina de la cost'l.a t'nri,1uecidn 

puedE.: no ser muy eJevndo. 

En el cnso de.1 PEH y NPR sc pont• un animnl en 

etnpa de maxiao increment.o en crecimiento frent.e n un ni111ino de 

proleina suficiente parn oblener el maximo de nprovechamiento. 

En este caso los fact.ores seiiaJados son mas <.JUe suficieules pa1·a 

producir el efecto observado. 

Los ensayos sobre reproducci6n en ralas no 

necesitan mayor comentario ya que son autoexplicativos (Cuadro N. 

7). Cualquier indice sobre novenLa es considerado bueno o normal 

para ~ualquiera de los par6metros esLudiados. 

El hecho de que las hembras hayan mantenido su 

fertiJ idad, nos sugiere que la coseta enric1uE'!cida 110 afrcta el 

funcioPamiento ovarico y t.odo rl mecani smo gr~st.acionnl c;~omo la 

implantaci6n. Las crias recien nacidas sc vef an Act.ivas y con 

vitalidad normal y llegaron al perfodo de destete sin alteracio-

nes en su desarrollo lo que nos indica que a los nivelcs emplea-

dos tampoco se nfect6 In lactancin. Puede llamnr la alcnci6n la 

baja cantidad de crfas nacidas pero se trat6 de hembras primipa-

ras cuyas camadas son gene-ralmente reducida.s. 

La cxpel'iencia en broiler quizas sea una de las 

mas interesantes y explicnt.ivns. Con nlveles de 20% de coseta 

, , 
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enriquecida en la diela se presenlnron nl l.crn<·ione~ pnloJ6gicns 

impo i· Lan tes. Auaenl6 eJ consumo de al.imcnto, disininuy6 ln 

conversion y se pre sen L6 re l.raso en c rec i mi en to de I as aves 

(Cuadro 8-9-10 y 11). Las necropsias de las nvrs estudindn 

tambi~n hace aparecer al contenido de la fibra como responsable 

de los efectos encontrados. El lo puede provocar un auinenlo del 

transito instestinal y Callas en la absorci6n de Jos nutrienles. 

Todas las evidencias hacen aparecer a la f ibra 

(adem6s de la probable nyuda de las cPnizas) como las culpnbles 

del efecto t6xico observado. 

En los grupos con 5 y lOX (C y B respectivamente} 

se observ6 completa normalidad y, mAs a6n, el grupo con 5X tuvo 

mejor respuesta productiva en ganancia de peso y conversion al 

compararlo con el grupo B (lOX) y eJ 0 (Control). Aparentemente a 

ese nivel habria un efecto benefico del produclo estudiado, 

quedando establecido enLre 10 y 20X el limite entre Jo inocuidad 

y la toxicidad de la coseta enriquecida. 

Como cone l us i 6n final se puede dee i r que 1 a 

evidencia experimental indica que el !{mile enlre inocuidad y 

toxicidad del producto analizado esla enlre ~1 10 y el 20 por 

ciento y que los efeclos observados son sug<>slivamente 

atribuibles al alto cont.enido de fihra mns un pot:iihlc efecto de 

los element.os minera.les pr~senles . 

. "'.} 



IU•:COHENnACI ON~:s 

Seria all.amente convcnienlc cfecLuar algunns 

determinaciones para carnclerizar mejor el proclur.t.o. Ent.re el.las 

vale la pcna mencionar: 

- Aminograma 

- Determinnci6n del conLenido de 6cidos nuclcicos y oxalat.os. 

Deter11inaci6n del conlcnido de susl.ancias ni l.ro~cnadns no 

prote.icas. 

- Obtenci6n de un aislado proteico para caraclerizar lu proleina. 

- Ensayo de PER y NPR con aislado proteico o en combinaci6n con 

fuentes proteicas excentas o bajas en f ibra. 

- Cara6terizar el contenido de elementos minerales. 

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

posible efecto benef ico detectado a nivel del 5% 

( ,. 
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DESCRIPCION DEL SISTEMA DE ADQUISICION DE DATOS 

Se des•:ribe a continuaci·~·n el sistema de adquisi•:U•n de datos 
seleccionado y, para efectos de comparaci6n, se incluye la 
descripci6n de otras dos alternativas que fueron descartadas en 
raz6n de su mayor costo y menor flexibilidad 

1. Configuraci6n seleccionada 

El sistema de adquisici6n de datos seleccionado est~ constituido 
basicamente por dos partes: el hardware y el sc•ftware. Dentr•::o del 
hardware se pueden distinguir los siguientes elementos: 

Panel de adquisici6n de datos 

Computador MITAC, procesador 80286 <ya adquirido) 

Paneles terminales 

Sensor es 

Interfases 

El software, por otro lado, est.i disenado tanto para la adquisicH•n 
de datos como para el control del sistema, adem.is de permitir el 
desarrollo de programas orientados a las necesidades especificas. 
A cont inuac i 6n se espec if ica 1 as capac idades del software manejado 
via menl'.I: 

Despliegue de datos num~ricos en formato de tabla 

Despliegue de datos en tiempo real en el diagrama de procesos 

Control seleccionable automatico o manual 

Despliegue de valores presentes, m~ximos, minimos, promedios y 
diferencias de entradas analogas 

Despliegue de estados digitales I/O 

Graficaci6n de datos en tiempo real y set points 

Cambio de los canales desplegados en el grafico y visualizaci6n 
instantanea de todos los datos acumulados hasta el estado 
presente 

- Control ON-OFF cuando las entradas caen fuera del rango 
seleccionado, tanto de set-points como a intervalos de tiempo 
def inidc•s 

91 



Pueden ser programadas salidas anal6gicas para funciones tipo 
rampa, salto y mantenimiento, ingrsasndo para ello el punto 
inicial y final de cada segmento 

El panel de adquisici6n de datos, constituyente del hardware, posee 
una resoluci6n de 12 bits, 16 canales o entradas anal6gicas y 16 
1/0 digitales. AdemAs, este panel acepta entradas anal6gicas 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, 500mV, +-5 V, 10 V; +-1 mA, 2 mA, +-10 mA, 20 mA y +-50 
mA. Este sistema se caracteriza por poseer un modo autoregulable, 
que entrega la mejor resoluci6n para cualquier se~al dada. 

Asociadc• al panel •:• ta1•.jeta de adquisici6n de datc.s, que es 
insertada directamente al computador, estA el panel terminal, que 
es donde se conectan directamente los sensores. Este panel acepta 
ocho entradas anall•gicas y configura igualmente ocho 1/0 digitales. 

El sistema de adquisici6n de datos estA adaptado para la lectura 
directa, usando como sensor es termcu:uplas, RTD y, en general, 
vol tajes cont inuos de baja impedan•: ia. 

El panel 'de sal idas anal 6gicas es ade•:uado para el control de 
circuitos anal6gicos de set-points y para la generaci6n de 

· funciones tipo rampa, sal to y mantenimiento. Este panel esta 
dise~ado para ser usado en conjunto con el de adquisici6n de datos, 
descrito previamente. 

El panel seleccionado tiene cuatro sal idas anal6gicas de 12 bits de 
resoluci6n. Posee cuatro rangos de salida: 0-5 V, 0-10 V, +- 5 Vy 
4-20 mA y ocho 1/0 digitales. 

Las variables a ser sensadas y registradas en la rSS se listan a 
cc•nt inuac i ~·n: 

Variable 

Temperatura lecho s61ido 

Temperatura bar.o termico 

Temperatura aire entYada 
f ermentador 
Humec.fad relativa de aire 

N° de sensores 

5 

1 

1 

1 

Necesidad de interfase 

No 

Si 

Si 

De acuerdo a lo anteric•r, se h.ace necesaria la construcci6n de 
inteyfases para la adecuaci6n de las seRales en cuesti6n. Esto serA 
eJecutado en conJunto con la Escuela de lngenieYia El~ctrica de la 
Universidad Cat6lica de Valparaiso. 



2. Otras Configuraciones 

Existen otr~s dos Rltern:itivRs de sistemRs de ~dquisici6n 

de dRtos, cuyas c~rRcteristic~s se det~llRn ~ continuRci6n. 

LR p~rte del hRrdwRre estA constituidR por: 

- Unid~d centrRl remotR de ~dquisicion de d~tos. 

- ComputRdor MIT~C, proces~dor 80286 

- InterfRse RS-232-C, conecci6n R pueEto seri~l. 

- Sensores 

- InterfRces condicionRdorns de senRl. 

La unidRd central remot:i de :idquisicion de dRtos (M-'\C-14} 

cotizRd:i posee 48 canAles de entrAd~s amllogicRs, ·lts .cuRles 

~stAn progr~madAs por sepRrndo, permitiendo lR lecturn de les 

distintas clases de senales simult~ne~mente. 

La unidad, en principio, lee entrRdas de voltRge; luego, 

pRrR permitir la lecturA de sensores tRles como termocuplRs, 

KTD, y trnnsmisores existe lR opci6n (incluidR en lR list~ de 

items) de un pqquete condicion~dor de sefinl. 

Este sistema de ::dquisicion de dRtos con!"igurA 11 entrA

dqs binAriRs, lo que permite el monitoreo del est:ido de v1lvu

l~s ONA'>FF o switches, qdem~s permite lR medicion de flujo y 

rpm medi3nte el conteo de pulsos. Por otro l~do, lR unidRd con

figurR 10 SRlid~s tipo TTL que permiten el control de ~1~rmns 

externas u operAciones de proceso. En este sentido es po5ible 

RCoplnr reles opcionnles (no incluidos en la listR) que otor-

g~n unR mRyor cnpRcidRd de control. 

~~ unid~d centrRl remot~ lee voltRjes en el r~ngo de O -

10 Volts y corriente en ios r~ngos 4 - 20 m~ o O - 50 m~ 

n·.' ...... .-



Jld.emas posee una resolucion de 16 bi ts y l~s entr:id::ls de seiirl

les deben ser de b~jq imped~nci~ (luOOO Mohms). 

Por otro lRdo, lA pRrte del softwRre, est~ constituida por 

los $lguientes paquetes: 

- SoftwRre guiRdO por menu 

- Soltaware pRr::i condicionamiento de seiiFil. ( • ) 

- ~oftw~re ae mRnejo de impresora. ( I ) 

- Software para bRnda de registro. ( •) 

- Software para graficas de tiempo real 

( • ): Estos itmes son instRl~dos en f~bric~. 

Todos estos program::is constituyen un solo pRquete que 

permite: 

- OesplegRr d~tOS e· 1 forma numeriC'.l, gr~fiCOS de berrR U otros 

form~tos. 

- Despleg~r 1, 4, 8 o 16 graficos ~ lR vez. 

- Facil m.<"lnejo debido rt menus de ayuda implementRdos pc:ira guiRr 

Rl usuRrio por el sistemA en lR puesta en mRrchR. 

- Proveer refePencias de temperatura y linearizRci6n par~ termo

cuplas y r~ngos de esc~la p~r~ otros sensores. 

- Oto~g~ voltajes compensRdos pRra mediciones con RTD. 

- Cap~cidad de impresion simult~nea con el despliegue en 

p:mt~11~. 



L:t interf:tse RS-232-C permite conect~r lq unid~d de ~

quisicion de d:ttos ~1 puerto seri~l del comput:idor heciendo 

f~ctible ubicRr l:t unid~d hnstR 1000 pies del comput:dor. 

Por otro l~do, l;:, unid~d remot=l lee seii;'lles provenientes 

de sensores de baj;'I imped;'lnci:t, lo cu~l hnce neces~rio cons-

truir interf::ices, en c:tso que se requier~, p::irR comnRtibili-

ZAr, Rl iguql que el sistem~ descrito ~nteriormente. 

LA tercera Altern:.tiv::i est~ constituidA por :lR unid:.d 

bRse del sistema de ~quisicion de d::itos y control HP 3421-A 

comerc~Aliz~d~ por lR Hewlett-PRck:trd. Est~ unid::id lee hPStA 

}O can~les de entradns, permitiendo l~ lectur~ de sen;'lle5 en 

VCC, VCA, Ohms en 2 y 4 hilos, frecuencia y temperAturR. T~mbien 

lee y escribe inform:tci6n digitAl y Alm~cen:t sobre 30 lectur:ts 

An:tl6gicas. LR unid:td HP 3421-J\ posee l~.s siguientes c,,r1cte-

ristic:ts incorporadRs: 

- Convertidor Rnalogo/digltql integrador de digitos 

- Contador incorporRdo 

- Compens:tci6n p::irA term0cupl::i. 

- LinAeriz::ici6n p~rR termocupl~ tipo T incorpor;'ldo 

- Buffer de ::ilm:tcenamlento de 30 lectur~s 

- DisplRy de 30 c~n~les con indicqdores de poder y error~s 

- Calibr~ci6n electr6nicP. 

- BAteriR recArgAble 

- Set de comnndo de ~lto nivel 



Los r-ngos de 1:-is sei\Ples que lee l~ unid::id son 300 mV, 3 v 

30 V, 300 V y un modo de RUtoc~librAci6n que ~just~ l~ senal del 

sensor a la m~s apropi;:da. La velocidad de muestreo es de 2 a 

35 lectllr~s/segundo. 

Las opciones incluidAs en los items de 1, cotiz~ci6n son: 

- M6dulo multiplexor de 8 can~les con ~ctuador de 2 c,n~les. 

- Modulo multiplexor de 9 canRles con ~ctuador de 1 cnnal. 

EstAs dos tarjet~s son instAl~~s en la unid~d b~se,configur~n

do el sistem" de adquisici6n de datos pllra la lectur;l(a tr~ves 

de 17 CAn~les an~logicos con c~pAcidades de control dad~s por 

3_sRlidlls analogicas programAbles. 

El sistema en su totalidad no incluje un paquete de pro-

gramas que permita el manejo del sistema via comput:tdor. Par1 

elio es neces:,rio desarroll1:1r un softw·1tre ndecuAdo por el usu"l 

rio. 

1: -. . . 



El sistema de adquisici6n de datos seleccionado y des~rito en el 
punto 1, satisface plenamente los requerimientos del proceso de 
FSS, dejando in•:luso una •:ierta potencialidad para aumentar el 
n6mero de sensores o variables a sensar. En raz6n de ello se ha 
solicitado a la Oficina PNUD Santiag•:• la adquisicU•n de este 
sistema (ver cotizaci6n adjunta de W. Reichmann para equipo Cole
Parmer). 

.. .. .. : 
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SANTIAGO-CHILE 

MIGUEL CLARO 99T - CASIUA 16553 • FONOS: 2049713 · 20CS7t4 • 2049715 • 2049716 • f~ 0056(2) 2351680 

Senor( es) 

Fax 032/932333 
Programa de las Naciones Unidas 
para el Desarrollo 
Oflclna del Representante Residente 
P. de Valdivia 0193 P/7 

REF.: Proyecto ONU01 - UNESCO DP-RLA-003 
Actividad DP - 03.32.l 

S A N T l A G 0 

FACTURA PROFORMA 
N' 89/92 

Contrato 91-091-G 

NUESTRO SICNO:GB/ AM/RB FECHA: 12.5.92 

FABRICANTE:Cole Parmer Internat Co. 7425 North Oak Park Ave. Chicago Illinois 60648 USA 

PLAZO DE ENTREGA EN FABAICA:2-3 meses aprox. despu6s de reclbldo su pedido. 

. -
PAIS ·DE ORIGEN: U.S.A. PUERTO OE EMBARCUE: Chicago 

VIA OE TRANSPORTE:Flete a~reo consol idadd:LASIFICACION C6digo NAB: 8473.30 

FACTURA PAOFOR_MA VALIDA POA: 45 dias. COMISION: incfufda en el preclo 

SEGURO: cublerto por f~brfca contra todo riesgo, lncluso 60 df as de Aduana. 

RMA OE PAGO A FAVOR OE: Cole panner lnternat. Co. 
edlente: [ XJ Acredltivo Irrevocable. a la vista. CONFIRMADO Y LIBRE DE GASTOS. 

[ ] Cheque antlcipado ( ] Cobrania dfes. 

lntermedio de Un Banco en U.S.A. 

eclos. gastos y plaio do entrega quedan suJetos a coniirmaci6n del f abrlcente . 
• 

DE CATALOGO 

-08302-10 

-08303·00 
-08303-30 
-08303-70 

DESCRIPCION USS PUESTO nbrica 
1 Tarjeta de adquisicl6n de datos, de 16 entradas 
an~logas, con 12 bit de resoluc16n. 

1 Tablero para tenninales de 8 canales. 
1 Tablero para tennindles de 8 canales. 
2 Soportes pl~sticos, para terminales. c/u 30.= 

Valor puesto f~brica 
Gastos hasta fCA aprox. 
Valor FCA aprox. 
FJete a~reo consolidado aprox. 
Seguro aprox. 
Valor CIP aprox. 

US$ 990.:s 
270.= 
249.= 
60.= 

US$1.469.: 
281.= 

ussT.750.= 
110.:; 
40.= 

US$1.900.= 
::s::::s=: 

De Uds •. 11uy atte. 
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SANTIACO·CHllE 

MIGUEL CLARO 917 • CASILLA 16553 • FONOS: 2049713 • ~7H • 20olt7t5 - 2G4'716 - FAA 005Cl(~J 2351080 

Serlor(et) 
Programa de las Naciones Unidas 
para el Desarrollo Fax. 032/932333 
Of lclna del Representante Residente 
P. de Valdivia 0193 P. 7 
SANTIAGO 

REF~ Proyecto ONUD1 - UNESCO DP -RLA-003 
Actividad DP -03.32.1 
Contrato 91-091-G 

FACTURA PROFORMA 
N' 87/92 NUESTRO SIGNO: GfJ/ AM/RB FECHA: 11.5. 92 

FABRICANTE:Cole Parmer lnternat. Co., 7425 North Oak Park Ave. Chicago/Illinois 60648 l'.S.A. 
PlAZO OE ENTREGA EN FABRICA: 2-3 meses aprox. despu~s de recibido su pedldo . 

PAIS OE ORIGEN: U.S.A . 
PUERTO OE EMBAROUE: Chicago 

DE TRANSPORTE: Flete a~reo consolidad~LASIFICACION C6dlgo NAB: 8471-10 

ACTURA PROFORMA VALIDA POR:45 dias. COMISION: incluida en el pret:io 

GURO: _cublorto por fabric:a c:ontra todo riesgo, lnc:luso 60 dias de Aduana. 

RMA DE PAGO A FAVOR DE: Cole Panaer lnternat. Co. 
lante: [ XI Acroditlvo irrevoc:able, a la vista, CONFIR~ADO Y LIBRE DE GASTOS. 

[ ] Cheque antlclpado [ ] Cobranza dras. 

lntermedlo de Un Banco en U.S.A. 

los. gastos y plaza de entrega quedan sufetos a confirmaci6n del fabricante. 

8471-10 
OESCRIPCION US$ PUESTO F~brica 

-08338-17 1 Sistema de adqu1sici6n de datos, de 48 cnales. 
Conexi6n: 220V, 50 Hz. 
8473.30 

-08338-50 1 SOftware guiado men6, requiere 200 K RAH 
·08338-51 1 Opct6n para condicinamiento de senal 
08338-52 1 Opci6n de manejo de impresora 
08338-55 1 Sofware para banda de registro J 
08338-70 1 Interf ase RS 232 c 
~o1s3~3~8-~8#j0 C~:+1 ~S;;ot~w~ar~e:dQ:rA~f~i c~a s de ti em~ rea 1 

US$ 3.925.= 

315.= 
385.= 
255.= 
230.= 
385.= 
385.-

~ · · ~~e-16-entradas-analo.. 
_gas, coA bl\i da-r:esol.u~~R. - 1.590.-
~IHeFe para ter-minales-de-B·cana~~ 270.= 

Valor puesto Fabrica · · US$ 7.740.= 
Gastos hasta FCA aprox. 260.-
Valor FCA uss a.coo .• 

- 2 -
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Flete a~reo aprox. 
Segura aprox. 
Valor CIP aprox. 

- 2 -

De uds. muy atte. 

USS 8.000.= 
210.= 
140.= 

US$ 8.350.= 
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En el ultimo informe de avance l1991J reportamos el aislamiento 

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

produce, en cultivos sumergidos con celulosa microcristalina 

como unica fuente de carbono, muy buenos niveles de todas las 

enzima& del complejo celulasa. La mutants 6-14-11 ademAs presenta 

la caracterlstica de ser parcialmente resistente a la represion 

catab6lica ejercida por glucosa. Se demostr6 que, en presencia 

del represor I· aureoviride produce niveles enzimAticos ~ue 

alcanzan un 50~ a un 60~ de los producidos en condiciones 

desreprimidas. 

Resultados preliminares informados en el informe anterior, 

indicaban que esta mutante es capaz de crecer a 35°C, temperatura 

a la cual la cepa parental 7-121 ni la cepa silvestre son capaces 

de hacerlo. Estos resultados haclan presumir que la cepa 6-14-11, 

adem~& de ser hiperproductora de celulasa& y parcialmente 

resistente a represi6n calabolica. es termotolerante. 

En el presente informe se reporta la producci6n de celulasas y 

xilanasa al cultivar el hongo a 33°C. Se describe adem•s una 

nueva mutante, de s6ptima generaci6n, aislada por su capacidad de 

crecer y producir enzimas a 33°C. 



Microorganismo.

si l vestre y las 

propiedades de 

Maleriales y Melodos 

Se utilizo Trichoderma aureoviride 

mutantas 7-121 y 6-14-11. El aislamienlo y 

estas mulantes fueron descritas en inform~& 

avance anteriores. 

cepa 

las 

1t -

lnduccion y &eleccion de mutante& termotolerantes.- Se sometio 

una suspensi6n de 5*107 esporas de T. aureoviride 6-14-11 a la 

acci6n de un mutageno qulmico, nitrosoguanidina, durante 40 

minutes con agitaci6n a 35°C. Las esporas sobrevivientes se 

sembraron en placas de agar papa dextrosa con la adici6n de 0.1~ 

Triton X-100 y 0.4~ sorbosa. Las placas se incubaron a 35°C 

durante 3 a 4 dlas hasta la aparicion de estructuras 

fructificantes. Todos los clones capaces de crecer a 35°C fueron 

replicados en quintuplicado al media de selecci6n con 10 g/l de 

celulosa amorfa. Las placas se incubaron a 35°C durante 3 a 4 

dlas y luego a 50°C durante 16 horas con el objeto de acelerar la 

acci6n de las celulasas. Se seleccionaron aquellas colonias que 

presentaban mayor crecimiento que la cepa parental, medido en 

funci6n al diAmetro de la colo{aia, y que ademAs presentaron halos 

de hidr61isis de mayor diAmetro que la cepa parental. 

Producci6n de celulasas en medio llquido.- Los m6todos ulilizados 

para la producci6n de celulasas en matraces agitados y la 

determinaci6n de actividades enzimAticas fueron descritos en 

informes de avance anteriores. La unica condicion de cultivo que 

se modific6 en esta etapa, fue la temperatura de incubaci6n de 

los matraces, que para los dalos presenlados en este informe 

corresponde a 33°C. 
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Resultados 

Determinacion de la termorolerancia de I- aurcoviride 6-14-11.

Uno de los objetivos a cumplir durante esta etapa era la 

obtencion de una 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 fermentaci6n s6lida en que !a distribucion de calor en el 

reactor no es enteramente uniforme por lo que se producen zonas 

en que la temperatura es superior a la que es capaz de lolerar la 

mutante 7-121. 

En el informe de avance anterior se reportaron resultados 

preliminares que indicaban que la mutante 6-14-11, aun cuando no 

fue aislada por su capacidad de crecer a temperaturas mas altas, 

era capa~ de crecer en medio de cultivo solido al incubar 

placas a 35°C. Mas aun, las colonias se mantenlan viables 

las 

luego 

de incubar las placas durante 18 horas a so•c. Las cepa Silvestre 

y 7-121 eran incapaces de crecer a temperaturas superiores a 

33•c. 

lnduccion y seleccion 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 media llquido de 

Mandel& con 7.5 g/l de celulosa microcris~alina como fuenle de 

carbono y 0.94 g/l da urea como fuente de nitrogeno. Los matraces 

se incubaron con agilacion orbital a 33°C durante 15 dlas. 

Periodicamente se tomaron muestras, se centrifugaron, y en los 

sobrenadantes se determinaron las actividades enzim~ticas y 

proteina soluble. 

Los resultados se muestran en las figuras 1, 2 y 3. Se observa 

que la produccion de endoglucanasa, FPA, celobiasa, xilanasa y 

proteina soluble por la cepa 6-14-11 en estas condiciones es 50 a 

100% superior a aquella de la cepa 7-121. Cabe senalar que la 

producci6n de lodas las enzimas por ambas cepas se ve relrasada a 

33°C respeclo a lo observado a la temperatura habitual de 



lncubacion de 2tl°C, lo que hace necesario prolongar el cullivo 

hasta los 15 dlas. Las cnzimas alcanzan niveles delectables entre 

el cuarto y sexto dla de incubacion mienlras qua a 28°C se 

observa produccion en~imatica ya los dos dlas de cultivo. 

Aun cuando I· a~reoviride 6-14-11 es mas lermotolerante quo su 

cepa parental 7-121, los niveles enzimaticos producidos a 33°C 

son inferiores a las producidos a 28°C. Se decidio entonces 

utilizar la •utante 6-14-11 coma cepa parental para una nueva 

mutag~nesis con nitrosoguanidina, utilizando coma criteria de 

seleccion de mutantes la habjlidad de crecer y de producir 

celulasa& a 35°C. 

Se seleccionaron 

producir halos de 

que aquellos de 

siete clones capaces de crecer a 35°C y de 

hidrolisis de la celulosa de mayor diametro 

la cepa parental. Todos estos clones se 

cultivaron a 33°C en media liquido con en objeto de cuantificar 

su produccion de celulasas. Solo una de estas mutantes, 

denominada 7-23-9 produjo niveles enzimaticos 

superiores a las producidos par 6-14-11 

condiciones. 

significativamente 

en las mismas 

1 ; . 

La figura 4 muestra las resullados de endoglucanasa y de FPA por 

ambas cepas. Se puede observar que la endoglucanasa se comienza 

a producir a los cuatro dlas de cullivo y qua alcanza a los 10 

dias 46 U/ml, es decir un 40% superior a la 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 las resultados de celobiasa y 

xilanasa. Se ooserva que a las 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 logro solo un 

pequeno aumento de 22%. 

- 2 -
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La figura 6 muestra los resultados de produccion de protelna 

soluble. Se observa que se logro 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 con 

las en:z;i '& produc id as por 6-14-11 a 28°C. Se observa que la 

nueva mutante produce a niveles enzimaticos 

signi fica ti vamente super i ores a aque I l os producidos por 7-121 . y 

por 6-14-11. Al comparar estos niveles con un control de 6-14-11 

a 26°C se aprecia qua, aun cuando la nueva mutante 7-23-9 es 

parcialmente termotolerante, la produccion de celulasas llega a 

solo un 50~ de los niveles alcanzados por la cepa parental a 

2a 0 c. 

Los resultados mostrados permiten concluir que es posible obtener 

mutantes termotolerantes, capaces de crecer y producir enzimas 

celuloliticas a 33°C. Cabe destacar que, aunque no se logro 

atcanzar un nivel 6ptimo de enzimas a temperaturas superiores, I· 
aureoviride es un hongo que se puede someter a mutagenesis 

quimica y lograr mutantes estables. Es posible predecir que la 

nueva mutante podra ser somelida nuevamente a tratamiento con 

mutageno para la obtencion de mutantes con mayor termotolerancia. 

- 3 -



Leyendas de las Figuras 

Figura 1.- Cinetica de produccion de endoglucanasa y FPA por 
Trichoderma aureoviride 7-121 y 6-14-11 a 33°C. 

Figura 2.- Cinetica de produccion de celobiasa y xilanas por 
Trichoderma aureoviride 7-121 y 6-14-11 a 33°C. 

Figura 3.- Cinetica de produccion de proteina soluble por 
Trichoderma aureoviride 7-121 y 6-14-11 a 33°C. 

Figura 4.- Cinetica de produccion de endoglucanasa y FPA por 
Trichoderma aureoviride 6-14-11 y 7-23-9 a 33°C. 

Figura 5.- Cinetica de produccion de celobiasa y xilanasa por 
Trichoderma aureoviride 6-14-11 y 7-23-9 a 33°C. 

Figura 6.- Cinetica de produccion de proteina soluble por 
Trichoderma aureoviride 6-14-11 y 7-23-9 a 33°C. 

1 ;· 
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FIGURA 3 
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FIGURA 4 

ENOOGLUCANASA 

U/ml 
50.---- -- -- .. -

·--o 

40 ---

30 
/~-- ... '·----· 

/ 
20 - -- --- - ---- ;/ 

I /. 
,,· _,., 

10 ------ - ;- .--/ 
....--'1 ./ - / 0 

0 

r ____ x:.__ L---.L --·-· . L •. ----·- I ..• 

2 6 8 fO 12 
Tiempo (dias) 

FPA 

U/ml 

-·- ·- --
14 

1 r-------------------- ------ ------ ------

0,8 ---- I)> 
--•• ·O 

0,6 -- . ,. 
-·· ;c • --- . .;,-; --0,4 ,..,."'!·-·--·· _,,. 
./ 

0,2 ---·· 

,, 
/ -··· ,... 0 -----~r:.-:.. .... I-··-· . I -· 1. I. . I . 

0 2 4 6 8 10 f2 f4 

Tiempo (dias) 

L·-<_6-~~~-f ___ · ~ 7-~3~~ _I 

1 _;_ .. 

16 

16 



FIGURA 5 

CELOBIASA 

U/ml 
T..----------------- --- ------ --

_" _______ _ .. . ---)( 

, -.·· 5~--------

/ 
_,/ 

// 
I __ f, -----

-- ; rt~ I .. -_,../ 
(------·< 

Q W,---fllrf- --- ----'-- . ·----'. _ . -· I ___ I 

0 2 

s~-

4 ------ - -

3 '------- -- -- -

21-----

11-------

_u 

--- '--- -
6 8 10 12 14 

11 

16 

Tiempo (dias) 

XI LANASA 

U/ml 
7 .---------- ----- --- - --- - -- --- - - -

' - ., - ---fO 

6 ----- --
.Ill -----r: 

.... -----· 
5 ---------- --

4 ------- -- --- .'>. 

'-- - -·· I - - I '-- --
6. 0 10 12 14 16 

Tiempo (dias) 

I .. G-M-tf 
-·- -- -- -- .. 

I\ 7-2J-9 



U/ml 
1 

0,8 

0,6 

0,4 

FIGURA 6 

PROTEINA SOLUBLE 

/ 
_,/ 

-~·· --
/ /

/. _,'f.· , . 

0,2 - -·- -·-·-· - . . ..,-· ,,.·· ,, 
_ _., ·"' 

,' / 
.ff/ 

--· JC ~::---
0*---P::::~--· _ _.__ ________ L__. --'-- - --- _ .. __ _ 

0 2 4 6 8 10 

Tiempo (dias) 

- ·O 

'- . ______ ) ... -- ---·-

12 14 16 



1 ~ . 

Efecto de la teaperatura de cultivo Gobre la producci6n de celula6a6 y 
xilana&a por I· aureoviride, cepa &ilveGtrc y •~tanle6. 

CEPA EG FPA 8-glu Xi lanasa Proleina 
U/al U/al u/al U/•I .,, .. 

------------------------------------------------------------------------
16-14-11 61.1 1.21 11.4 13.2 1.6 l 

&ilve&tre 6.2 0.12 0.9 1.4 0.21 

7-121 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 .G 0.78 6.3 6.6 0.74 

------------------------------------------------------------------------
Actividades enzi•itlcas deter•inada& en filtrado& crudos a lo& 12 dla& de 
cultivo a 33•c en adlo de Handel& aodificado con 7.5 g/I de Sig•acell. 
* actividade& enzl•iticas producidas por la cepa 6-14-11 a 

2e•c. 
EG Endoglucana&a 
FPA actlvidad &obre papel fillro 
8-glu: 8-gluco&ida&a o celobia&a 
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P1:ofe&<.•r. 
Andr~s 11 lanes 
Vive Rector. Univereidad 
Catolica de Valparaiso 
FAX Nr. S6(32) 212746 

56(32) 233393 

Santioso, 12 de Juinio de 1992.-

Estimado Prof. lllanes: 
Adjunlo le eetoy enviando loe resultados 

del analisis de aminoacidos efectuedos en la Univereidad de 
Concercion por el Dr. Diet·rich von Baer, 

A continuaci6n le hago un resumen compa
ratho con el patr6n FAO con un bt·eve comentario. 

De los reeultados enviados por ~on Baer 
ae puede deducir que es necesario caracte en detalle el 
contenido nitrogenado e la ~uestra analiz 

Q
o s·a-~uda atte. \ 

. l\~\_}>'-.J . 
~aldo Gonzal i 

. rij+A-U. de Chile 
·. l'll Nr. 221"040j 

-· _ .. - - - - - - - - _ .. - - ..;.. - - - - - - - - - - - - - -· - - - -
Analisia comparativo de la Co5eta Enriquecida con el patron FAO 

Coseta Enriqu~:~ l'atr6n ·FAO -----·.----· -------· __ ., ____________ 
AMINOACIDO mg de aa g de 88 

/1 g de N /100 g Prot. g/ 100 g de Prot. 

-· . --·-· ... , ... ---···- ----
lSOLEUClNA 250 4.00 5.9 

Lf.UCINA 440 7.04 6.2 

LlSlNA 340 5. 41, 4.23 

FEHil.ALANlNA 380 6.08 
4.69 

10.15 

+ TIROSINA 
5.46 

Mt:TJONINA 220 3 • .S2 
3.10 S.42 
2.32 

+ ClSTIHA 

TRP.ONlNA 250 '·· 00 
4.22 

TRlPTOFANO 60 o.~<> N.D. 
' 

VALJNA 3'10 4. 96 5.61 

11 =.· 
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N.D. + No ae determino. 

De acuerdo con la compoeici6n eminoacidica de la proteins 

( ain tomar en cuente la folta de dotos cobre trirtofeno) 

se ve una proteins que pudiera e~r de calidad eceptsble 

o bucn8. Su computo eminoacidico eetarfa alrededor de 78. 

11~· 



I 
Ser\ore 

llNll'l:RSJD.tifl DE CONCEPClOI\' 
F.AClfl.TAll PT. IAI1•tA<'lA - DEP'tO. A.NALl$1f: If'STJ\Ut.IENTAL 

Tll.•ro~o :Oli·U-nt,n. Al'll:X(• 1:~1 • T~LJ:X a'ocio• n:"cc• CL - T.i\X ••·U-H\•U(o 
CASILLA r.t: - C~l\:CJ:PC'IC•,. n:nu. .. t·~ ---·-........--

Concei>cl6n. 3 de Junio de 1992 

Harcele Agueyo R. 
1NTA Untv&rs106cJ oe CM le 
FAX: 02-2214030 

f$timodo Prof. Aguayo: 

Con r(;~peclo el er181isis de em\r1oactdo& &oUctHsdo 
por Ud., cuyo; re$ultodos fldjunto: "'" ct.b~ ~ei\sler qua est& nl'J h&bl6 61do 
informtsdo, debido i; que se rep1U6 u 1n~ dos veces se obtuvc. ura porcenteje 
de recuperocl6n muy bojo c- 28 - 30 I ), 8r1 ctrcuristoricia~; oe que los 
porcerilfJjes d~ recuperociors deben eslfJr seg1jn lo estoblec100 por AOAC 
er.tre 65 - 1 OS :c u luego se normellzon o 95 r. Le prtmera vez flensomos q•1f: 
poddcs ht1ber hob1do un problemc en Jo hidr61isis, pero se repi li6, dando uri 

Ar16l18i& de lo Composlcion de Aminobc1dos en Henne de levodura 
cu1liV8d8 en Coset8 de rem6l8Ct16 - MU£STRA INT A 

A•llOkifft ..... ,,. 1 mue1tre1 Prtr.edfo -, 
/10 Prot. /10 Pro\. 110 PrCJt. 

I ASPARTICO 8,51 8,77 8,64 
GU1TAMICO 12,02 I 11, 7(S 11,9(1 
~ERINA 8,04 I i, 15 7,60 
GUCIHA 5,23 4,76 4,99 
HISTIDINA 3,34 I 2,90 i,1 ~ 
ARGIHINA 4,20 4,59 4,39 
TREONINA 4,13 ! 4,30 4,22 ' ALI.HI HA 3,96 I 3,94 3,95 I 
PROLINA 8,5!- I 6,82 8,6£; I ' Tlf<OSINA s 24 I 5,6~ S,46 
VALINA s:1~ 5,50 5,61 I 
H£TIONINA 3,05 I 3,1 s 3, I (J 

I I CISTINA 2,39 I 2,26 2,32 
I ISOLtOCINA 5,94 . $,87 5,90 
I lfOCINA 6, t 6,21 6,20 I I fENILALAHINA 4,74 4,64 4,69 

! LlilNA 3 75 4 70 4 Z3 _I 
is 

_, 
: -- .__.!§ __ • ., ...... ._. .. i~ . -' 

ClbHNacion: Los om\nooc\dos ezufredos toteles, ( Metionine. Cuit1ne) nose 
delermlnoron con OKlduc;l611 P~• fur mims, ~iuu ::;ulu L:Ull hiur ul ioi~; ot:ido. 

11~ 



resulledo or1blogo. Dicho problemtJ no wrg16 con otros muestros Cle nosotros 
Que se oririHzorori era corijunto cor, 1<> d~ usledes, por lo Que 1 ~ (, 
op~rer1\emer1lertaenle aerl6 ur1 p:-oblemo tnherente fl ese muee-lr6. Le 
tigr&deceri n. 

1) Verlfitor el ~ de oroteino tndicodo por Uds .• lo cue\ inctde en el cblculo 
hecho por nosotros. 

2> 01scutir con Don Ennoue u vertrtcar en b1li11ogrcfl6. Que eventut.Jl 
probleroa poarlo presentor&e eri lo hld1"611Sls de esr: Upo <Jf: mueslros. cJ6do 
que er. otrtJs no se ht> presenlodo. 

Le sclu<16 muy eteritemente 

Dr~~ 
Director 

Oepto. Anlllisis lr1slrumenle! 
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VERSIDJ\I) CJ\'l'OLICJ\ DE V /\LP ARl\ISO 

ULTAD DE INGENIERI"' 

lELI\ DE INGENIERI 't BIOQUU1IC.'\ 

INFORME SOBRE l!:STADI A EN EL L11.00R4'TORIO DE 

MICOLOGI i\ Y BIOTECNOLOGIA !'.liJE LA UNIVERSID .:> 

Nf\CIOroL AGRNUA L.I\ MOLINA. 

Prep9rndo por: Christi~n Bernet Y. 

VAlp:Jraiso, 1'• de ~bril de 1992. 
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RESUMEN 

En el presente tr~bajo se llev~ron n cabo dos ferment~ciones 

en sustrato s6lif\o usRndo los bongos filamentosos Trichoderma ~u

reovirlde cepa 7-121 y TrichodermR reesei cep~ LM-28 y coset~ a

gotadR de remolach~ como fuente unica de c~rbono suplementadR con 

s~les. La fermentacion se reRlizo en columnns de R~lmbnult us1n-

do l~s ~cnicas del LAbor~torio de Micolog{R y Biotecnolog{~ de 

la Universidad Nnciom~l "gr:.ri~ L~ Molin~, J .. im,, Peru. Se comp~r.2 

ron las cin~ticRs de producci6n del complejo enzildttico celulol{

tico, encontrandose que T. reesei produjo un mqxlmo de 11,2 IJ.'F/ 

g de s6li~o seco a los 8 diRs de cultivo y T. aureoviride un m~ 

mo de 17 ,2 UPF /g solido seco 1 los 9 dias. Se dtermin6 ~1denaas 13 

evoluc16n de la concentracion de •1zucRres reductores, prote ina 

soluble, humedad del !echo s6lido y pH. 

Por otro lAdo, bubo un lntercAmblo de experienciA en lo re-

1 ~tivo Al sistem~ de control por computR<lor de la fermentRci6n 

en sustr~to s6lido piloto implementRdo en el l~bor~torlo peru~no. 

1 ') ~ .. '-• c..t 



I.- ~todos 

1;1.- Formacion de esporas. 

Las espor~s fueron generadas en placas Petri 

con papa dextrose ag~r como medio de cultivo, inocll• 

ladas con esporas provenientes de un oultivo hecho en 

tubo de agar inclinado. Las placas inocul::idas fueron 

incubadas por 7 dias a 30 °c en estufa. 

1.2.- In6culo. 

Se prepar6 100 ml de medio de cultivo liquido 

y se inocul6 con 2xl07 esporas resuspendidas prevla• ·i. 

mente con una soluc16n de Tween-80 al 0 .1 % • Los ma•·.· 

traces fueron incubados a 30 °c ~proximadamente con 

agitac16n magn~tlce durante 60 horas. La compos1ci6n 

del medio de cultivo usado esta dado en las Tablas Nil 

y Nt2. 

1.3.- Fermentac16n s61ida. 

La fermentec16n s611dA se llev6 a cabo en co-

lumnas de Raimbault; estas fueron cargedas con 12 g 

de cosetA seca (aprox.) ACondlcionad~ con ln solucion 

de sales y el 1n6culo. L, coseta y las sales fueron e! 

terilizRdR& aperte en autoclave por 25 mlnuto5 a 15 

psi de pres16n. La temperatura de cultlvo se mantuvo 

1 c .. ~ - ' ... 



Tabla Nt 1.- Compos1c16n del medio de cultivo liquido 
para producc16n de mlcelio. 

Compuesto Concentraci~11 (g/l) 

Peptona 2.0 

Glicerol 1.0 

Coseta agotada 
de re11alacha(-15 mesh) 4.0 

Sulfeto de amonio 1.4 

Fosf ato diacido 
de potaslo 2.0 

Urea· 0.3 

· Cl.oruro de calcio 0.3 

Sulf ato de magnesio 
heptahidr&t:ido 0.3 

Tween-80 1.0 ml/l 

Soluc16n de sales 1.0 ml/l 

1 c, r· 
- '· ... : 
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~abla NO 2.- Co•poslci6n de la soluc16n de sales. 

Compuesto 

Sul! ato ferroso 

Sulf ato de manganeso 
monohidratado 

Clorliro de zinc 

Cloruro de cobalto 

Concentrec16n (g/l) 

5.0 

1.96 

1.66 

2.0 

- ' 

1 ,, :· 
c. --



alrededor de 28 °c y el llujo de :iire alimentado fue 

de 12 al/mln.columna aproximadamente. 

El medlo de cultlvo s611do f~ ajustado a una 

tasA de C:N de 10:1 ~diante la dos111cacl6n del sul 

fato de amonio y urea, m·.mteniendo su raz6n de 3.79:1 

respectivamente,que es la usada en la Escuela de I~ 

nieria Bioqul•ica de la lhiversidad Cat6lica de Valpa -
raiso. La composici6n del medio de cultivo s61tdo se 

deta~la en lo Tabla Nt 3. 

1.4.- Muestreo y aetodos anallticos. 

Se t.isaron 6 columnas para el seguimiento de la 

evoluc16n del cultivo de cada cepa. Cada columna repre -
sent6 ~l estado del cultlvo en un tiempo determlnado 

al cual la columns era removida y su contenido so111et! 

do a an[llisis. 

1.4.1.- Extracci6n enzimatica. 

El complejo enzimatico celulolitico fue extrA! 

do mediante le adlci6n de 20 ml de ~gua destilada a 2 

g de materiRl fermentado y la mezcla sometlda A aglt2 

clon en snaker durante 20 mlnutos a 250 rpm; posterior -
mente se centrlfug6 por 15 mlnutos n 4000 rpm. El so

brenadante fue usado parn la determln~c16n de Actlvi

dad enzlmatlca, concentrnci6n de azucnres reductores 



1,) ... 
- '· -· 

Tabla Nt 3.- Pt.!dio de cultlvo s6lido. 

Compuesto Concentraci6n {g/100 g CNt seca • ) 

Sulfato de e11onlo 5.8 

Urea 1.53 

Fosfato dlicido 
de potasio 0.372 I 

0.056 I Cloruro de calclo 

I : 

Sulf ato de magnesio 
heptahidratedo 0.056 

Soluci6n de sales 0.2 ml 

• TAmAfto de pArt{cul~: -9 +12 mesh. 



concentrac16n de protelna y pH. 

1.4.2.- atctlvldad enzlmatlca. 

Se determ1n6 la actividad enzimatica combine-

da mediante el ensayo del papel filtro, expresandose 

en UPF /g masa seca. 

1.4.3.- Proteina soluble. 

La concentraci6n de proteins soluble fue dete.!: 

minada mediante el IEtodo de Folin. 

1.4.4.- Azucares reductores. 

La concentraci6n de azucares reductores se de-

termin6 con el !Etodo del acido dinitrosalisilico. 

1.4.5.- Contenido de humedad. 

La humedad del s6lido se determin6 por secado 

en estufa a 100 °c haste peso constante. 

1 :, •I ' ..... 
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FIG UR,, N! 1 

Perf ii de Actividad Enzimatica 
Combinada Durante Cultivo de T.reesei 
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FIGlltA Nt 2 

Perfil de Concentracion de Proteinas 
Solubles Durante Cultivo de T.reesei 
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FIGUR" Ni 3 

Perfil de Concentracion de Azucares 
Reductores Durante Cultivo de T.reesei 
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FIG UR~ Nil 4 

Perfil de pH durante Cultivo T.Reesei 
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FIGlJt" NV 5 

Evolucion del Contenido de Humedad del 
Lecho Solido durante cultivo T. Reesei 
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FIG UR" N!! 6 

Actividad Enzimatica Combinada 
Durante Cultivo de T.aureoviride 
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FIGUl I\ NI 7 

Perfil Concentracion Proteinas Solubles 
Durante Cultivo de T.aureoviride 
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FIGlfl '\ NI 8 

Concentracion de Azucares Reductores 
Durante Cultivo de T.aureoviride 
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Perfil de pH durante el Cultivo 
de T.aureoviride 

. ·---------------·-····---·-··-···-···-·······-······· 

. __ ,..__ ___ ·-···---·--··----··-

. . . . . 

____ .................................................. -.. --------1 

... -------------··-···-·-··--·-······-·······-···········Hp••••••••····--······-········•···········-······· •••••••o••••··----··-···········---·····---·-···-·-. . 

. . . . ···-··---··--···-···------................................................................................................................ -.. --.......................................................................................................... - ... -.. . . 

2-l~--i~--~--~--~----1 
0 50 100 150 200 250 

Tiempo [h) 



r-.. 

FIGlJl,\ Nt 10 

Evolucion del Contenido de Humedad del 
Solido durante cultivo T.aureoviride 
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III • DISCUSIONES _ 

Para la propeg~clon de Trichoderma reesei LM-28 y Trlcho--- --
der•a eureovlride 7-121 se us6 el medlo de cultivo liquido {mo~ 

trado en le Tabl~ Nil) empleAdO comunmente en el L~bor~torio de 

ftlcolog{~ y Biotecnolog!~ de la Universid:'Jd N~clonRl ~rariR La 

Molina. La ad1c16n de cosetR Agot::tda de remolRchR a niveles cfe 

4 g/l tiene como objeto lR inducc16n del sistemA celulol{tico y 

de esta forma f~vorecer lA dlsminuclon del lag de crecimiento en 

el cultlvo s6lido. Sin emb~rgo, los resultAdos lndic,n que en :t.!!! 

b~s cepas la inducci6n fue pobre, d~do que la activld::td enzlm~ticA 

iniciAl fue del orden de O.l UPF/g de mAterla secA. 

Pera m,ntener l~ temperAtur~ del cultivo dentro de rAngos a

decu~dos, las column~s de R~imbault fueron sumergid~s en un bafio 

de AgU~ sin c~lefr:icc16n, debido A que lA temperRturn nmbientAl 

llegaba n un m~ximo de 30 °c y se mnntenlR en el dur~nte grqn 

parte del diA. La temperatur- del agba del bRno fluctuaba entre 

25 - 28 °c y la del aire a la salide de l~ column~ fue medida con 

un term6metro de mercurlo, f luctu~ndo l~ lecturA entre las 30 -

32 °c. 
De los gra!icos presentqdos se observA que en ~mbns cep~s 

el tiempo transcurrido Antes que se detectArA un~ evoluci6n de 

la ectlvidAd celulol!tica fue de tres dlRs ~proxim~d?mente, que 

es lo esperado. En ettte sentido, lA temperAtur~ no 1nfluy6 inh! 

bi toriamente, R peser de lo Alto:, que eetn ern. Este !ue uno de · .. 

los pArAmetros m9s cr!ticos de l~ P.~perienciR en rel~ci6n Rl cul 

tlvo de TrichodermA aureovirlde 7-121, puesto que su temperatur~ 



6ptima de cultivo hR prob~do ser en estudios previos de 25 °c. 
En le Figura N9l y N26 se muestrR el perfil de ~ctividAd en 

zimatlca para ~mbos cultivos. Se observa que en el caso de Tricho

derme eureoviride l~ producci6n durnnte l~s primeras 150 bores 

de cultivo fue lent~ compnrada con l~ de Trichoderma reesei, que 

comenz6 a evolucion~r m~s r~pido. Posterior e las 150 horas la 

velocldad de producclon de activid~d por T. aureoviride fue bes

tante 9lta, lleg~ndo a ~lcnnz~rse v~lores de 17,2 UPF/g mns~ se

ca Al final del cultlvo, mlentr~s que ln pendiente de T. reesei 

en este zona fue menor y a l~s 170 hor~s de cultivo comenz6 a ·. 

desacelerar la producclon llegando a un•m~ximo 11,2 UPF/g s.s. 

A las 180 horas, despu~s de lo cual comenz6 ~ dlsminulr la acti 

vidRd, poslblemente debido a hidr6lisis prot~ica. Es lnteresante 

hncer not~r que el perfil de ACtivid~d enzim~tica presentAda por 

T, reesei es similar al obtenido con T. aureoviride 7-121 cul.ti

vado con la metodolog{a del laboratorio chileno, excepto que en 

este ultimo caso el 1,g es de 2 dias, pues tambi~n se obtiene a! 

rededor de 11 UPF/g s.s. e los 8 dias de cultivo. 

Le figure NV2 y NV7 muestrR el perfll de concentrac16n de 

protelnes solubles durAnte el cultivo de T. reesei LM-28 y T, au

reoviride 7-121, respectivamente. En el primer CASO se observe que 

ln concentreci6n m~xlm~ de protein~ es de 0,13 g de proteinA/g de 

mesa secB a l~s 180 horAs de cultivo y po~teriormente comienza A 

declinar debido A hidrolisis pro~eicA. En el segundo caso, se ob 

serve que le concentraci6n de protein~s se mnntiene en nlveles 

de 0,02 g/g m~Scl SeCA durAnte C~Si 150 horas de CUltiVO Y poste

riormente h~y un rApido ~umento h~stn llegAr a los 0,092 g/g m.s. 

Al flnnl del cultivo. Ondo que entre lns 70 y l~s 150 hor~s la 



actividad enzimetica comenzo a aumentAr manteniendose constente 

l~ cantided de proteina soluble, al parecer esto corresponderiA 

9 un awaento p5slvo, es decir, la proteina-enzim~ ya existente en 

el medio s6lido (proveniente del inoculo) comenzo de alguna fer
mA a destnhlblrse; luego, n pArtir de lns 150 hor~s nproxim::Kie

mente se comienza a producir enzimA reAlmente. 

El caport~miento del pH durante el cultivo de Trlchoderma 

reesel LM-28 puede observRrse en el grafico N9 4. Dur~nte las 

primeres 100 bores se observe una dlsminuci6n del pH hastn llegar 

~ un mfnimo de 3,2. Este decaimiento es el resultAdo de la acldif! 

caci6n del medio producto de la incorporaci6n del sulf ~to de RIDO-

nio. ~ medida que el cultivo evoluciona despu~s de lRs 100 horas, 

se observa Un suave numento del pH desde 3,a h~sta 4,0; en esta 

zpna, la velocidad de hidr6lisis de la urea es mayor que la veloc! 

dad de incorporac16n del sulfato de amonio. Por otro lR<io, en la 

figura N19 se observa el perfll de pH presentado por el cu1tivo 

de Trichoderma aureoviride 7-121 llev~do a CAbo en identices CO,!! 

diciones que T. reesei; RQUi la form~ de l~ curva es l~ opuesta 

A la de le figura NV 4. Durante las primeras 130 horas, el pH del 

cultivo aument6 de los 4,8 inicinles h~stn llegar a un pH de a

proxlmadamente 7,0. Ap~rentemente, en este c~so la velocidad de 

hidr6llsis de la ure~ predomin6 por sobre la incorporRci6n del 

sulfeto de amonio y que posteriormente (desde las 150 horas) fue 

la velocidAd de incorporeci6n del sulfato de ~monio le que preva

lec16. Este comportamiento, contrnrio al observ~do en el lebora

torio de la Escuel" de Ingenier!~ BlOquimic~, puede 5er deb1d~ A 

diferenclas en. ~lAs codiciones nmblent~les, tomo lR tasa C:N y 



la temperatura. que fueron de 10:1 y nt-ededor de 30 °c respectlv~ 

mente. ndentras que en el lnbor~torio chlleno la tnsa CtN es de 

5,3:1 y la temperatura controlada en 25 °c. 

La rlgura NI 5 muestrA la evoluci6n del contenldo de huinedRd 

del s6lido durante el cultivo de T. reesei LM-28. Se observA que 

durante la !Ase lag (prlmerAs 70 horr-s de cultivo) la •""s::t s6lida 

experiment6 un leve descenso de l:'l taurned.ad, luego, durante el ere 

cimiento microbi~no un aumento h~sta llegar ~ 74%. La figura N~ 10 

representa la evoluc16n del contenido de hlunedad del lecho s611do 

dur,nte el cultivo de T. aureoviride 7-121. En este caso, dur~nte 

las primeras 90 horas, el s611do b,jo su humedad desde 65% h3sta 

60%. despuf s de lo cual comenz6 a aumentar hnsta lleg~r a 67% Rl 

final.·del cultivo. 

La figura Nt 3 muestra el perfil de la concentrRc16n de a

zucAres reductores durante el cultivo de T. reesei LM-28. Se ob

serv~ un mnximo de 3,2 g/1 de extracto obtenido a l,s e<> horAS 

de cultivo, desp6es de lo cual comienzA une dlsm1nuci6n hast~ 

llegar ~ 1,6 g/l al final del cultivo. En la flgura N! 8 se obser 

V9 el caso pRr~ el cultivo de T. aureovlride 7-121; dur~nte ln 

mayor p~rte del cultlvo los nlveles de ~zuc~res reductores se man

tienen en 0,5 g/1 hast~ l~s 16o hor~s ~proxlmadamente, desp~s de 

lo cual se presentR un r~pldo numento hastq llegar a 2,7 gJl a 

las 180 horas y luegoun~ rnpid~ dlsminuci6n h,st~ lleg~r a 1,9 

g/J. a lea 208 horas. El aumento en este ceso es observRdo tam

bi~n cuando el cultivo es hecho usando lA metodologiA del labo

ratorio chileno, con la di!erenci~ que lleg~ ~ 1,0 g/l n los 

seis dlas de cultlvo y se mAntiene en este nlvel h~st~ el !inAl 



del cultivo. Es posible que lA dismlnuci6n posterior ~ l~s 180 

horAs de cultivo se deba ~l consumo de los nzuc~res reductores 

metabolizables, nquellos que previ~;uente form~ban p~rte de oli~ 

sacaridos cuantific~dos en 1~ p~rte ascendente de le curva. Lo 

111.sao es posible decir de! comportamiento del perfil de azucares 

reductores en el cnso de T. reesei LM-28. 

i ·- . 

Cl>n respecto Al control de le f ermentAci6n en sustreto s6lido 

piloto mediente comput:idor, se muestr~ el siguiente esquem~: 

I mo~ F .... ----~ = ~ TERMIN~ .... r---~ .. C:OMPlll' •\IJOR I 

La wilded terminal reqK>tR (HP-4806o) es le encarg~dA de ad

quirir los velores de lAs varinbles que determin~n el estaclo glo 

bal del proceso. Estos vnlores son enviados el comput~dor en un 

f orm~to apropiedo quien los almacen~ y proces~ segun un progra

mA lldeCUAdo, generAndose seft:}les que v1n h,clA l~ unidRd terminal 

remotA, quien dependiendo de las seff~les ~ctiva los elementos fi

nnles de control. Es decir, esta unidad actua t~nto como un adqtJ.! 

sidor de datos, ~si como un controlAdo~, pues posee s~lidas ana-

16gices program~bles. Oentro de las princlp~les variRbles sen

seadR& del proceso estnn lRs s~ulP.ntes: 

- Te.mperAturn del :Jire de entrndn y ~:-tlldA del ferment,,dor 

- Humed~d relAtiv~ del ~ire de entr~dn y SAlidn del fermentador 

- Flujo de Aire ~limentAdo ~1 ferment~dor 



1 .. . 

- Temperature del lecho s611do 

- pH del lecho s6lido. 

La estrAtegi~ de control pl~nteada considerar{a la maRipu

lac16n del flujo de aire, le humed~d relativft y la temperatura del 

Rire R le eaitrad~ del ferment~dor. El Algorltmo computRcional que 

relaciona las variables de entrada con le m~nipulaci6n de los el~ 

mentos finales de contrQl esta en desarrollo y se espera que pa

r~ Co•ienzos de Abril se reali~e la prlmera prueba controlada. 

, 
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IV. OONCLlEIONES 

n.. los resuJ.tedos obtenidos en estn expertencta se concluye 

que le •dic16n de coseta egotada de remol'!Chn en el ...,.lo lfqUi-

do de propegec16n, e las condiciones ambientales en que se llev6 

a cabo el cultivo, no ejerce acc16n como inductor de la sintesis 

de celulesas, Por otro lndo, nl compnror las producciones enzimR~ 
tic"" de las cepas estudindas se concluye que en el c~so de Trtho

derma aureoviride 7-121 esta es nlrededor de un 55% m'yor que ln I I 

de Trichoderma reesei LM-28. 

Dado que le temperaturq de cultivo estuvb nrededor de 30 -

32 °c es posible concluir que el r~ngo de termotolernncin paro 
. 0 

la cepa Trichodenan nureoviride 7-121 es de hnsta 7 c por sobre 

el 6pti110 determinado en eXperienci>s previns en el lnboratorio 
chi!eno. 


