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L.~ INTRODUCCION



1.1,- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Los residuos celulidésicos suponen una de las principales reservas
energéticas y de productos quimicos para la civilizacién actual, pero
su aprovechamiento hoy en dfa se restringe a las industrias papeleras
y a TJla elaboracién de carbén vegetal como fuente de energia
calorifica., Esta falta de interés aparente por esta materia prima se
debe en su mayor parte a que tos procesos de transformacidén de la
biomasa celulésica por procedimientos quimicos resultan muy costosos,
obteniendo ademds por las condiciones de Tos tratamiento un alto nivel
de residuos contaminantes.

Otra forma de abordar el problema de la utilizacién de los residuos
celulésicos es mediante tratamientos enzimdticos. Estos procesos
resultan mucho més baratos que los anteriores y préacticamente no
producen ningln tipo de contaminacidén. E1 problema que se plantea &l
utilizar enzimas, es gue sSOn mUy escasos y se conoce poco sobre la
fisiologia 1los microorganismos capaces de producir celulasas que
degraden la celulosa nativa (Entre ellos los hongos filamentosos).

Todo esto unido a que Espafia es uno de los principales paises
productores de patatas, hacen del aimidén de Tlas mismas (previa
transformacién) un producto iddéneo para elaborar medios de cultivo que
permitan el crecimiento de microorganismos capaces de producir
celutasas.

De esta forma el trabajo que planteamos puede ser dividido en dos
fases:
1.— Produccidén de Biomasa fungica {(Potencialmente
celulolitica).

2.- Produccién del Complejo celulolitico,

En la primera fase del trabajo, pretendemos determinar las mejores
condiciones para la hidrdélisis del almidén de patata gue servird como
base de distintos medios de cultivo elaborado por nosotros, y que
permitirdn el crecimiento de hongos celuloliticos (en condiciones de



represion catabdlica del complejo celulolitico). Con la cepa de hongo
filamentoso que presente mejor crecimiento sobre el medio de cuitivo
que selecionemos, plantearemos el estudio de algunas caracteristicas
fisiolégicas de 1a misma, tales como estudiar el efecte de 1la
incorporacién de distintas fuentes de nitrégence a los medios de
cultivo, tas condiciones més favorables para el consumo de la fuente
de carbono logrando la desrepresién del complejo celulolitico, el
efecto de la aireaci6én y del pH sobre el crecimiento, asi como la
determinacién de paradmetros ¢inéticos vy 1a modelizacién de su forma de
crecimiento,

En ta segunda fase del estudio, con la biomasa {(desreprimida)
obtenida al final de 1la primera fase, y wutilizando sustratos
caeluldsicos de interéds industrial, se estudiardn las condiciones de
produccién de los distintos componentes del complejo enzimatico
celulolitico, determinando si es posible el comportamiento de los
mismos a 1o large del proceso de produccion.

¥.2.~ SITUACION DE LA PRODUCCION DE PATATA DE SIEMBRA EN ESPARA.

La patata (Sclanum tuberosum) junto con 10s cereales es una de las
mas importantes fuentes alimenticias y de hidratos de carbono desde su
descubrimiento en el siglo XV.

En Europa, alrededor del 25% del almiddén comercial provienae de la

patata, alcanzando rendimientos en su extraccidon del 90% del almidén
presente en el tubérculo.

Espafia, es junto con Alemania, Francia, Holanda vy el Reino Unido
los principales paises productores de este tubérculo en la C.E,E.

La produccién de patata en Espafia ha sido tan elevada, que ha sido
necesaria la exportacién de los excedentes a otros paises de la
Comunidad, lo que ha supuestoc mids de 2.000 toneladas/afio.

En la Tabla 1.1 aparecen las exportaciones aspafiolas durante el afo
1989,



EXPORTACION DE PATATA DE  SIEMBRA

CAMPARA 1988—889. Kgs.

DISTRIBUCION POR PAISES Y MESES.

H MESES | Bel.~Lux. l Francia l Grecia ’ Portugal I R. Unido ' Mauritania l TOTAL ]
|Noviembre | ol ol ol ol 79 729 | 200 000 279 729 |
lEnero i 12 000 | o| 88 000 } 324 000 | ol ol 424 000 |
|Febrero | 28 000 | 24 ooo | 612 600 | 97 000 | ol 0| 761 000 |
IMarzo ] ol ol 22 000 | 477 750 | a) ol 499 750 |
[Abri I ol o ol 49 000 | ol ol 49 000 |
IMayo | ol 43 620 | ol o] ol- . al 43 6201
ITO TAL | 40 000 | 67 620 | 722 ooo| 947 750 | 79 729' 200 000 | 2 057 099]

Tabla (1.1).- Exportaciones de patatas de Espafia a distintos paises
durante la campafa 1988/89 expresados en kKilogramos.



La produccién, superficie de siembra, asi como ta certificacidn de
jas variedades destinadas a la sismbra, estd regulada por el Instituto
Nacional de Semillas y Plantas de Vivero, dependiente del Ministerio
de Agricultura Pesca y Alimentacién.

1.3.- PRODUCCION DE JARABES AZUCARADOS A PARTIR DE HIDROLIZADOS DE
ALMIDON DE PATATA.

La produccidén de jarabes azucarados empleando almidén se remonta a
principios del siglo pasado; en 1811 Kirchhoff obtuve una sustancia
viscosa calentando almidén en presencia de 4cido. Pero la produccién
propiamente dicha de dextrinas y jarabes glucosados a partir de este
producto se debe a Bouillon y Lagrange, quiénes publicaron su método
en el mismo afo. Estos estudios resultaron de gran interés, pues
permitieron encontrar un producto que pudiera sustituir las gomas
naturales importadas en Francia y méAs caras como la goma aribiga.

En 1833 Biot y Persoz investigaron los productos formados por el
tratamiento del almidén con &cido sulfddrico y dieron &1 nombre de
dextrina al material gomoso asi obtenido debido a la direccidn de su
rotacién 6éptica. $in embargo, fue un accidente lo que Jjugd un
importante papel en el desarrollo de la tecnologia de la hidrélisis
del almidédn. En 1821 se produjo un incendio en un molino textil cerca
de Dublin, en aimidon de patata almacenado en el anexc de la fabrica
se destruyd por el fuego,

La sustancia parda gue quedd en los sacos resulté ser soluble en
agua, dando una solucidn pegajosa y dulce.

En 1867 Blaede patentéd un sistema de produccién de dextrinas
pulverizando 4cido sobre una l4mina metdlica caliente en la que
existia una fina capa de almiddén. Desde entonces y de una forma
gradual, se han 1ido introduciendo modificaciones en el proceso,
dirigidas a un mejor control de los productos finales formados.



£s en este momento en el que la industria de derivados del almidén
empieza a tener una cierta importancia y comienza a realizarse una
clasificaci6on de los productos de hidrélisis.

Dentro de aestos, son dos los que presentan una mayor importancia.

1.3.1- Las dextrinas y Gomas Britédnicas.
1.3.2.—- Los jarabes ds glucosa y derivados.

1.3.1.— Las dextrinas v Gomas Britanicas.

En la actualidad, 1la produccién de dextrinas estd siendo
reemplazada por nuevos derivados del almidén, sin embargo, debido a su
relativo bajo coste de produccidn y que la materia prima es abundante,
ocupan un importante lugar en la industria de conversién del almidén.

E1 disefio inicial de las plantas de produccidén se enfocaba hacia la
extraccién masiva del producto, hasta que en 1934 Katz estudié la
estructura quimico-fisica de los productos de transformacidén del
almidén cuando se somete a slevadas temperaturas (2002C). A partir de
entonces, Taylor 1935 y Caesar v Cushing en 1939 realizaron trabajos
sobre los efectos de los 41cali sobre el almidén y la produccién de
dextrinas .

Fue en 1952 cuando Ruggeber determind la viscosidad y el peso
molecular de los ésteres nitricos de las dextrinas. En 1953 Frey y
Lotner comienzan los estudios de degradacién Acida y enzimatica de las
pirodextrinas.

1.3.1.1.- Clasificacién de las dextrinas.
Debido a su hsterogeneidad existen distintos rasgos quimicos
para clasificar a 1las dextrinas, Jlos rasgos generales que Tas

caractertzan son:

Color, % de solubilidad en agua fria, viscosidad, y el
aumento de opacidad al macerarse an dispersionss en caliente.



Las dextrinas pueden considerarse c¢omo materiales
semisintéticos del almidén, existiendo un gran nimero de variaciones
posibles. En la préctica cada sistema de fabricacidn produce un grupo
de tipos estandard, como esto depende del disefic de 1a planta de
fabricacién, dextrinas de distintos fabricantes pueden tener
caracteristicas afines y otras que las diferencien.

Basicamente se conocen tres tipos de dextrinas:

1.3.1,1.1.~ Dextrinas Blancas.
1.3.1.1.2.- Dextrinas Amarillas o Canarias.
1.3.1,1.3.- Gomas Briténicas.

1.3.1.1.1.- Dextrinas Blancas.

Se obtienen con un leve calentamiento (70 a 759C)
durante 45 minutos, del almiddn en presencia de un catalizador &cido,
alcanzando solubilidades que oscilan entre el 1 y a1 95%, En cuantoc a
las propiedades de absorcién de agua suponen una parte de dextrina por
cada c¢inco de agua hasta poder alcanzar una relacién 1/1.

1.3.1.1.2.- Dextrinas Amarillas o Canarias.

Se obtienen por elevacién de la temperatura hasta 80 6
90CC durante 55 a 60 minutos con tas dextrinas blancas, son solubles
en agua entre el 95 v el 100%. La absorcidn de agua es de una parte de
dextrina por cada 1.5 de agua, hasta una a 3/4 o menos para obtener
soluciones sobre las gue trabajar.

Cuando se trabaja con dextrinas hay que emplear la
terminclogfa quimica coloidal, pues una solucién de dextrina es un
suspensién coloidal de estas sobre una fase continua que
generalmente es el agua.

Los grados de solubilidad de las dextrinas blancas las
hacen similares al almiddén en sus propiedades, pero los productos



solubles de estas muestran algunas propiedades de las dextrinas
amarillas.

1.3.1.1.3.~ Las Gomas Briténicas.

Se obtienen por calentamiento del almiddn sélo o en
presencia de un catalizador bédsico a temperaturas de 20092C, son
comparables a las dextrinas blancas, pero a la misma concentracidn
presentan mayor viscosidad requiriendo tiempos de conversién mucho méas
elevados (unas 20 horas). La mayoria de las Gomas Britdnicas presentes
en el mercado son modificaciones con peguefias cantidades de &cido
fosférico.

1.3.2.- Jarabes de Glucosa y Derivados.

La conversién del almidén en glucosa cristalina o jarabes de la
misma asi como las modificaciones quimicas de estas a través de
microorganismos para la obtencién de fructosa o sacarosa comercial son
fos mas importantes objetivos de Tla industria de los derivados
amiléceos.

La procedencia del almidén base para los procesos varia segun los
paises; en Estados Unidos, bésicamente se emplea almidén de maiz,
mientras que en Europa debido al c¢lima y a las condiciones agricolas
predomina la patata y la tapioca, y en msnor cantidad el trigo y el
sorgo de buena calidad.

Tebricamente la transformacién del almidén a glucosa, bien por via
guimica o enzimatica es la suma de la hidrdlisis de la amilosa y 1a
amilopeptina.

En Tos procesos de hidrélisis dcida para la obtencién de
glucosa a partir de almiddén, se emplean generalmente temperaturas
superiores a las de ebullicion, generalmente entre 110 y 1309C en
condiciones de sobrepresién entre 0.5 y 2.5 Kg/cm?, Los 4cidos
utilizados son &cidos fuertes como &1 clorhidrico y el sulfidrico,
generaimente su concentracién maxima equivale a un 0.12% del peso de)
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almidén a hidrolizar, aunque segin las condiciones puede incrementarse
este porcentaje en un 0.2%. Los tiempos empleados también estén en
funcidn de la temperatura y de la schrepresidn,

En este proceso de hidrélisis, genaralmente se produce el
ataque preferente a los enlaces de tipo a(1-6) del almiddén (Kerr,
1980). Ello se debe basicamente a la orientacién fisica de Tlas
moléculas que forman el granulo de almidén, tendiendo a la eliminacidn
de Tos restos a lo Jlargo de las cadenas definidas por el enlace
preferencial.

E1 calentamiento aumenta la actividad de los iones hidroxénio
que actlan como tijeras moleculares. Asi desciende drédsticamsnte la
viscosidad del medic, proporcionande la degradacién hidrolitica mds
cadenas lineales, siendo estadisticamente mis posible el ataque a los
enlaces a {(1-4) glicosidicos, descendiendo asf{ nuevamente 1la
viscosidad. As{ aumenta la linealidad, 1las moléculas de almidén se
hacen menos complejas, 1o que cambia la propia estructura del almidén
haciéndole mds soluble.

Debido a Ta elevada temperatura y a la gran reactividad de
los grupcs -0OH son frecuentes los procesos de transglicosilacién,
originando disacdridos como ia gentilobiosa {(glucosa + glucosa B 1-6)
o la soforeosa (glucosa + glucosa B 1-2) (Mandels, 1962). Asi la
produccién de glucosa depende de los equilibrios:

Soforosa <==z=zz=z==z> 2 Glucosa <====z====x> Gentilobiosa

En un 98.9% de los casos los equilibrios de
formacién/disociacidn estan desplazados hacia la formacidén de glucosa,

E1 calor y la calidad de los hidrolizados del almidén,
determinan Jlas caracteristicas de 71a glucosa obtenida. Asf los
11amados jarabes de almidén contiensen entre un 12 a 20% de mezclas de
dextrinas que inhiben la cristalizacidén de la dextrosa presente en el
medio. Generalmente estos productos se emplean para la slaboracién de
alimentos.
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Los jarabes de glucosa, son componentes que contienen un bajo
contenido en dextrinas (menos del 1%) v un elevado nivel de dextrosa
del orden del 42%, siendo estos Tos mds empleados.

Otro tipo de jarabe de glucosa utilizado industrialmente es
el producido por ataque mixto quimico-enzimdtico alcanzando niveles de
dextrosa del 56%, aunque en aste, aparecen dextrinas, maltosa e
isomaltosa en funcidén de la mezcla enzimética empleada Tabla 1.2.

A partir de la desecacién v posterior cristalizacién de estas
mezclas se obtiene la dextrosa, que contiene entre un 85 a 99.5% de
glucosa pura segln las condiciones de cristalizacioén.

Cuando este producto se obtiene a partir de aimidén de patata
racibe el nombre de cerelosa, y contiene una molécula de agua de
cristalizacidn, con un contenido en glucosa anhidra del 91.4%.

La glucosa pura anhidra con fines de andlisis se obtiene por
procgsos de purificacién quimica y deshidratacién posterior,

Otro uso de los jarabes de glucosa es para su transformacién
por isomerizacidén en fructosa. En la década de los sesenta, se
desarrolld un método de isomerizacién alcalina en el que empleando
concentraciones de glucosa del orden del 50% p/v, obtenia entre un 33
a 35% de producto invertido (fructosa),

(Schnyder, 1974) desarrollé el proceso empleando enzimas
inmovilizadas y (Tsumura ¥y Sato, 1965) empleando invertasa de
Streptomyces phacochromogenus con un 50% p/v de glucosa incubando a pH
6.7 a 602C durante 48 horas logran obtener un 50% de glucosa y un 50%
de fructosa.

A partir de esta 1dea se han desarrollado distintos
procedimientos que han dado lugar a una serie de patentes como la de
Kurimoto y Harao en 1970 Ger offen 1958935 o la de Yuen, también en
1970 Food Ind Japdn 132273.



Average composition of glucose syrups commercially available

Acid Acid-enzyme Hich High Liguid High Confection
converted dual maltose Jermentable dextrose malton Syrups
(43 DE) (61 DE} (4Y DE) (70 DE) (95 DE) (52 DE) (55 DE)
Baume 43-1¢ 431 4317 43° — — 431’
Dextrose equivalent— 7, 430 63-0 430 00 950 ” 52 51-57
Dry substance— 80-54 £20 80-5 g2-2 10 80-7 822
pH, 507, solution 5Q 50 50 50 — 50 —
Original Lovibond colour
—5in. cell (127 mm) o5 10 o5 — — — —_
Invert power— 2, 15 — 15 — — — —
Ash—%; 025 035 03 03 03 03 (1]
Carbohydrate composition:
monosaccharides— 9%, 194 74 60 430 850 5 30-32
disaccharides—°; 14-2 RET 44-0 30-0 10:0 67 18
trisaccharides— °, 118 1 14-0 65 — 17 —_
tetrasaccharides--- 24 99 3! — 50 50 11 50
higher saccharides-—%; 44-7 152 360 155 —_ 11 —
Fermentables 70 —_ 800 950 — -

Tabla (1.2).- Composicién de distintos jarabes azucarados obtenidos

industrialmente, bien por via quimica o enzimdtica o una
mezcla de ambas.

<1
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1.4.- LA PRODUCCION DE BIOMASA DE HONGOS FILAMENTOSOS PARA LA
PRODUCCION DE ENZIMAS,

ta produccion de biomasa micelial para la obtencién de enzimas es
un proceso que se conoce desde la antigledad, 1.000 aflos antes de
Jesucristo vya se empleaban estos procedimientos para la preparacién de
alimentos en oriente {Cannel y Moo-Young, 1980).

Basicamente existen dos sistemas de produccidén de enzimas.

- La Fermentacién en Estado Sélido. (Sclid Substrate
Fermentation $§.S.F.).
- Fermentacién en Cultivo Sumergido.

En la fermentacidn en estado s6lido se emplean materiales
insolubles para el crecimiento de la biomasa fungica, a diferencia de
los sustratos solubles o en suspensién utilizados en los cultivos
sumergidos.

En la prédctica 1as fermentaciocnes en estado s61ido se l1levan a cabo
en un sistema muy denso en ausencia o casi en ausencia de 1iguido.

No es posible establecer una clara linea de demarcacién respecto al
Tiquido 1ibre en las fermentaciones, se ha observado que Ta actividad
biolégica cesa cuandc la humedad estd por debajo del 12% (Golucke,
1977). En cuanto al 1imite superior de esta humedad depende de]
sustrato empleado, por ejemplo, cuando se emplea la corteza de arce,
el nivel de absor¢ién de agua es del 40%, mientras que si se emplea
salvado de trigo, el pivel asciende hasta un 75%.

En Jas fermentaciones en estado s6lido el micelio se desarrclila en
la superficie del sustrato, siendo asi imposible su extraccién para
posteriores usos; en cambio, cuando ss empliean los métodos de cultivo
sumergido este probiema no existe, va que el micelio aparece dispuesto
en forma de filamentos aislados o pellets.

Los filamentos aislados (hifas) debido a Tlas condiciones de
agttacién, pueden enrrollarse uncs a otros formando aglomeraciones gus



14

no pueden considerarse verdaderos peliets, ya que se disgregan con la
simple dilucién del medio de cuitivo, En general, el aspecto y las
condiciones de las hifas dependen de las condiciones del medio de
cultivo {(pH, temperatura etc...) (Pirt, 1966).

La formacidn de pellets puede considerarse como un balance entre el
tipo de iJnoculo, su concentracidon y el propio medio de cultivo
(Camici, 1952) (Galbraith y Smith 1969).

Este fendmeno fue observado por Phillips en 1966 con Penicillium
crysogentn, estimando que cuando el tamafio de! pellets es superior a
0.2 mm., de didmetro &1 centro del mismo se comporta como anaercbio
debido a l1a dificultad en la difusidén de oxigeno en el interior; de
esta forma se ha comprobado que la difusidn de oxigeno es el principal
factor limitante del crecimientc de hongos filamentosos en cultivo
sumergido,

Cuando se aborda la produccién enzimitica, a veces se regquiere
productir una gran cantidad de micelio. Esto ocurre en dos casos, bien
porque el enzima esté ligada al crecimiento microbianc (metabolismo
primaric) o bien porgue la cepa sea poco activa. Ello ha 1levado al
desarrollo de cepas hiperproductoras en las gue con poco micelic se
obtienen elevados niveles de actividad enzimdtica, algunos ejemplos
son la cepa A.T.C.C, 1011 de Aspergillus oryzae, como hiperproductor
de amilasas, la cepa A.T.C.C., 9112 de Penicillium ochrochliorom,
hiperproductora de B-ribonucleasas o 1a cepa A.T.C.C. 26921 de
Trichoderma reesei como hiperproductora de celulasas.

Cuando se van a producir enzimas industrialmente, la eleccidn de
uno u otro método depende mucho del sustrato que se va a emplear, de
la resistencia o no a la sequedad del microcrganismo emplieado, de las
caracteristicas y formas de extraccién del enzima, asi como del
rendimiento obtenido con cada método.

E1 sistema mds emnpleado en las fementaciones en estado sélido es el
método Koji considerado como el método tradicional, empleado en el
antiguo Japén para la fabricacidn de salsa de soja.
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Con este sistema se han obtenido a-Galactosidasa (Sitman, 1980),
pectinasas y hemicelulasas (Mushikova, 1978) y celulasas (Toyama,
1976) Figuras 1.1 y 1.2,

Desde e1 punto de vista de la ingenierja, existen una serie de
ventajas e inconvenjentes que hacen mds 0 menos aconsejable el empleo
de cada uno de los métodos de produccién,

Al emplear 1a fermentacién en estado sdlido:

1.- La aireacién es busha debido a los espacios de aire existentes
en el medio de cultivo, no precisando por tanto ningldn sistema
mecdnico de aireacidh (no se necesita agitacién continua como en el
cultivo sumergido).

2.- La ausencia de liquido Tibre y el bajo contenido en humedad por
unidad de peso de sustrato impltica que:

A.- Para una misma productividad, las plantas de produccidn
son mucho més pequeftas que las de cultivo sumergido.

B.- Los efluentes producidos son mucho méds pequefios y por
tanto més faAcilmente tratables.

C.- Los procesos de extraccién requieren el empleo de menos
cantidades de reactivos.

D.~ La baja humedad inhibe a&l desarrollo de la microflora
contaminante (sobre todo las bacterias) lo que hace que no sean tan
estrictos los requerimientos de esterilizacion.

E.~ Estos métodos pueden adaptarse tanteo a cultivo en batch
como en continuo,

La fermentacidén en estado sé6lide tiene ademds una serie de
inconvenientes que la desaconsejan para determinados procesos.
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Pure iaboratory culture
Porous sterile moistened bron medium (spore inocutum)
Semisolid cuiture
Sterilize mostened bron medium with steam
Cool and inoculote with spore inoculum
Spread on enclosed trays or tumble inenclosed drums
incubote ot 20- 45°C for 1-7 days

Remove culture from chomber

Extract cullure with Dry and grind culture
water or bufter ond screen

Woter extrary [Enzyme bran |

Residue :
discard contoining enzymes

Figura (1.1).- Secuencia de produccién enzimética utilizando el método
Koji (Bailey y 011ins, 1977).

Pure taboratory culture

Sterite, fiqurd, shaken Yask culture
Seed unk culbture

Submerged hquid cultyre
I Sterilize hiquid nutrient in closed vessel
2 Cool and inoculate from secd tank

3 Grow a1 25 to 40°C with seranon
and agitation tor 1 to 5 days

| !

Separate microorgamsms and insclubles
by filtering or centrifuging

.1 l

Discard fiiter residue
1except in case of Water extract
traceiiular enzymes. _ o o o o e - - CODTRINIRE CBZYMICS
then autolyze and extract)

Figura (1.2).- Diagrama de produccién de enzimas microbianas en
cultivo sumergido (Underkoffer, 1966).
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1.~ E1 proceso se 1imita a hongos filamentosos que puedan tolerar
bajas cantidades de humedad sin esporuiar o morir. Este problema no
sucede en 8] cultivo sumergido, pues mientras exista agitacién no se
produce esporulacion.

2.- Los pardmetros de produccién, como el nivel de humedad, pH,
temperatura, nivel de oxfigeno, de anhidrido carbdnico, asi como la
biomasa producida y los rendimientos, son dificiles de determinar
daebido a que el medio de cultivo no es homogéneo, Toc que origina una
falta de control en el proceso, transformdndolo en irrepetible. Asi la
mayor parte de estos procesos resultan artesanales.

Estos problemas han sido resueltos con las técnicas de cultivo
sumergidoc con el desarrolio de sondas para el control de parémetros y
el tratamiento de los mismos por ordenador. De ahi que la tendencia
actual en los procesos de produccién enzimética sea el desarrcollo de
las cultivos sumergidos.

1.5.— MODELOS MATEMATICOS DE CRECIMIENTO DE HONGOS FILAMENTOSOS.

1.5.1.~ Modelg Exponencial.

Los modelos matemdticos se utilizan para poder describir en
cada momento el comportamiento de Jos microorganismos frente a
distintas condiciones fisico-quimicas, tales como el pH, ta
temperatura y la actividad de agua (Zwietering, 1990).

Burante mucho tiempo se asumid que el modelo matemdtico para
poder describir el crecimiento microbiano era el modelo de crecimiento
exponencial, vya dque el crecimiento de la mayor parte de 1los
microorganismos (bacterias, algas unicelulares, protozoos y levaduras)
puede setr ajustada al mismo (Emerson, 1950), vy gue cualguier
desviacién de este modelo era debido a 1imitacicnes de nutrientes del
medic en €1 que crecia el microorganismo.
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£l ajuste a este modelo matemdtico de tipo exponencial se
debe a 1a forma caracteristica de crecimiento de estos microorganismos
en los que se produce una divisién binaria (cada individuo da tugar a
otro semejante a su progenitor). Esta divisién se produce al cabo de
un tiempo determinado 1lamado tiempo de generacién (tg), que es
constante para cada microorganismo en cada una de las condiciones en
la que es cultivado.

Los microorganismos gque siguen el modelo de crecimiento
exponencial se encuentran siempre en contacto con 1os nutrientses del
medio, no presentando por ello ninguna dificultad en el acceso a los
mismos,

Al cabo de un tiempo (t), una poblacidn microbiana con
ciertas caracterfisticas alcanza un ndmero de microorganismos igual a:

donde N: Ndmero de microorganismos
en un tiempo (t).
: Ndmero de microorganismos
en un tiempo (t=t,).
1:; Tiempo en (h).
u: Tasa especifica de
crecimiento para el microorganismo en el medio de crecimiento (Monod,
1942).

Al estudiar el c¢recimiento de los microorganismos
filamentosos (hongos y actinomicetos), se comprobé que la base
estructural de este crecimiento divergia mucho de 1a descrita para Tos
microorganismes con crecimiento de forma dispersa, compreobando que el
modelo de crecimiento exponencial no se ajustaba a la nueva forma de
cracimiento (Marshall y Alexander, 1960).

Plomley {1959} intenta buscar semejanzas entre el cracimiento
de 108 microorganismos aislados y el ¢recimiento micelial para poder
aplicar sobre ellos el modelo logistico de crecimiento, este mismo
autor sugiere gue sn los microorganismos miceliales existe 10 que
define como unidad de crecimiento hifal (G), que es el cociente
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obtenido al dividir la longitud total del micelio entre el nimeroc de
ramificaciones de este. Esto se asemeja de alguna forma a 1as celulas
individuales de un microorganismo unicelular, pero estoc sélo puede
considerarse desde el punto de vista fisiolégico y no morfoldgico
(Steele y Trict, 1975).

Asi, el crecimiento de las hifas de los hongos filamentosos
se produciria en funcién de 1la duplicacién de esta unidad de
crecimiento hifal (G), y de esta forma si podria hablarse de un
crecimiento exponencial de los hongos filamentosos. Asi, la tasa de
extension de una colonia o de una hifa es funcidn de su longitud, de
su zona periférica (w) y de su tasa especifica de c¢recimiento (u)

Pero a su vez (K) es funcidn de la unidad de crecimiento
hifal (G) y de la tasa especifica de crecimiento (u).
Asi:

Donde G y u son constantes excepto en las primeras fases deil
cracimiento,

Al determinar por este método el crecimiento del micelio de
Neurospora crassa tanto en medios de cultivo sélidos como liguidos se
observaron diferencias entre los valores de u y G en medio sélido vy
tiquido. Asi mismo, se comprobaron los distintos valeores de u y G
entre hifas periféricas y centrales de una misma colonia, estimindose
que esto se debia sin lugar a dudas a cambios fisicos o quimicos en el
microentorno de las hifas para cada condicién (Park, 1966).

E1 conocimiento de los distintos parédmetros que influven de
una manera directa en el craecimiento microbianco, ha llevado a adaptar
la ecuacibén general del crecimiento exponencial a estos,(Zwietering,
19480).
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1.5.2.- Modelo en Rafiz Cidbica.

La determinacidén del peso seco del micelio producido en
cultivos en medio liquido puede ser una medida valida de su
proliferacién (Emerson, 1950), pues en estos medios, el crecimiento de
las hifas no se ve restringido a ninguna direccién, c¢reciendo estos
microorganismos formando "pellets” o madejas mds o menos compactas de
forma esférica. De esta forma se puede establecer una relacién lineal
entre la raiz cibica del peso dei micelio formade frente al tiempo, ¥y
ello ocurre porgue la masa de los peliets es proporcional al cubo de
su radio (realmente a la elongacidn o crecimiento de cada una de las
hifas que forman el pellet), es decir:

dr/dt = a (Ec. 1.1) Integrando
r=ry+ta.t (Ec. 1.2)
Si se expresa el volumen de la esfera como
V= 4/3n . r® (Ec. 1.3) y la densidad de 1a misma como
p=m/v (Ec. 1.4) ==> v = m/p (Ec. 1.5)
Sustituyendo en (Ec. 1.3} el valor del volumen en (Ec. 1.5)
m/p = 4/3 n, r¥ (Ec. 1.6) ==> r = 3/(m/p.4/3n) (Ec. 1.7)

11

r=m"’3/(4/3n.p)"2 (Ec. 1.8)

Donde 4/3n.p es una constante jgual a 0.74, asumiendo que para los
peliets densos su densidad es de 0.1 g/cm®. (Pirt 1966).

Sustituyendo r en la ecuacién (Ec. 1.2)
m'/3/(4/3n.p)1% = [mV/3/(4/3n.p)'/3} + (a . t) (Ec. 1.9)

Hay datos que indican que los pellets no son homogéneos y que €l
centro es inerte metabélicamente hablando debido a la dificultad de
acceso de los nutrientes (Pirt, 1960). No obstante, la superficie del
pellet es la metabdlicamente activa y la responsable del crecimiento
del mismo. Asi, surge la hipétesis de la zona W (Omega) o zona
metabdlicamente activa.
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En esta zona es donde se produce la asimilacidn de los nutrientes
por parte de jas hifas que forman el pellet, de ahi, T1a relacién entre
la tasa especifica de asimilacién de sustrate (q) por hifa y la
concentracién de sustrato, que siguen una cinédtica de tipo Micaelis-
Menten.

q=qm . S/K+ S (Ec. 1.10)
donde
§: Concentracidon de sustrato.
q: Tasa especifica de utilizacidén de sustrato
definida por:
1/M . ds/dt. (Ec. 1.11)
M: Biomasa de la poblacién microbiana
gm: (tasa maxima especifica de consumo de sustrato)
K: Constante de saturaciédn.

E1 valor de S comparado con el de K se asume que es mucho mayor,
De esta forma, puede suponerse que el radio del pellet crece
linealmente,
dr/dt = a. w (Ec. 1.12)
despejando m de (E¢. 1.6) y derivando
m=d(4/3.n.r%.p) (Ec. 1.13) ====>
d(4/3.n.r3.p)/dt ===> 4.r%,w.p.a = 0 (Ec. 1.14)
Sustituyendo el valor de r (Ec. 1.8) en (Ec. 1.12)
m'/3/(4/3.t.p)"* = m,1/3/(4/3.n.p)""* + a.w.t (Ec. 1.15)
m'/% = m/® + (4/3..p)"* Lw.a.t (Ec. 1.16)
Pirt en 1966 calcula que el valor de la zona W(Cmega) es de
0.077mm, estableciendo asi diferencias significativas entre 1los

aspectos metabdlicos de la corteza y del nilcleo del pellet.

Asi pues, cuando
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r>> w, al pellet sigue un modelo de crecimiento en
rajz clbica.
r=w, el pellet sigue un modelo de crecimiento

axponencial.

1.6.- ENERGIA DE_MANTENIMIENTO MICROBIANO.

Se define 1a energia de mantenimiento de sistemas celulares como la
energia libre que se utiliza para mantener el sistema en estado
funcional (MacGrew y Mallete, 1962). Esto es, la energia necesaria
para la sintesis de macromoléculas que sufren una degradacidn
continua por mecanismos de autélisis (Turnover molecular) (Van Uden,
1974).

Marr, Nelson y Clark en 1963, introducen el concepto de tasa
especifica de mantenimiento (m,).

Partiendo de la ecuaci6n general del crecimientc microbiano
M=Y.q (Ec. 1.17), siendo &1 valor de (q) la suma de
la energfa utilizada para el crecimiento y para el mantenimiento
celular. Asf,
u=Y(ag - q,) (Ec. 1.18)

de esta forma U = Y., . 4y (Ec. 1.19)

Donde Y,,, &s el valor maximo que puede tomar Y cuando gm tiende a
cero,

Combinando las ecuaciones 1.18 y 1.19 se obtiene:

Y = Ypex (qg/qm - qg) {Ec. 1.20).
Multiplicando el numerador y el denominador de la ecuacién 1.20 por
Ymax Y Sustituyendo en la ecuacién 1.19 se cbtiena:

Y o= Yoo (B /ey « Gy + W) (EC. 1.21)

Donde dy = & (Ec. 1.22), (Tasa de mantenimiento).

Yoax -
Asi la ecuacidén del crecimiento puede ser sustituida por:
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B+ a= Yy, (g +q,) (Ec. 1.23)

Si toda la fuents de energia que se utiliza para 1 mantenimiento
se empleara para el crecimiento microbianc, la tasa de crecimiento
aumentaria a (g + a), por tanto a es una medida para determinar 1la
tasa especifica de crecimiento, no relacciocnada con sl consumo de la

fuente de energia.

q, fue definida por Pirt en 19656 como el "Coeficiente de

mantenimiento”.
Sustituyendo la ecuacién 1.22 an la ecuacién 1.21 se obtiene:
Y = Ypax (H /2 + 1) (Ec. 1,24)

Transformando esta ecuacién en su inversa.
/Y = /Yo + 8/ - (1/4)  (Ec. 1.25)

Sustituyendo la ecuacidn 1.22 en la ecuacidn 1.25

WY = (W ¥pgey + (ap/B)  (Ec. 1.26)

E1 coeficiente de mantenimiento varia con los microorganismos y con
los medios en los que se desarrollan. En microorganismos aerobios,
esta tasa es méds pequefa que en el caso de los anaerobios, porgue para
obtener ta misma cantidad de energia los microorganismos anaerchios

necesitan utilizar menos fuente de carbono (Tabla 1.3)
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MICROORGANISMO CONDICIONES gm

g/a.h

Aerobacter aerdgenes Aerohio 0.076

Aerobacter cloacsae Aerabio 0.094

Aerobacter cloacae Anaerobio 0.473

Psaudomonas fluorescens Anaerobio 0.200

Escherichia coli Aerobio 0.043

Penicillium chrysogenum Aerobio 0.022

Aspergillus nidulans Aerobio 0.014
Saccharomyces cerevisiae Mutante

raspiratorio 0.140

Tabla (1.3) Valores de g, para distintos microorganismos segln Van
tUden, 1974 v Pipyn, 1978.

1.7.- COMPOSICION Y ESTRUCTURA DE LA BIOMASA LIGNOCELULOSICA.

Los materiales 1lignocelulésicos reprasentan aproximadamente 1la
mitad de la biomasa presente scbre la Tierra, pudiéndose estimar su
produccidn anual en 5 x 10'° toneladas.

La composicidn quimica mayoritaria de estos materiales es tres
polimeros estructuralas, la celulosa, que s la mids abundante entre el
35 y el 40%, seguida de 1a 1ignina con un 15 a 35% vy 1las
hemicelulosas, con un 20 a 40% respectivamente segiln el vegetal del
gque se trate (Tabla 1.4).

Las fibras de celulosa se encuentran imbricadas en una matriz
amorfa de lignina y hemicelulosas (Figura 1.3). En su estado nativo
los materiales Tignoceluldsicos se encuentran asociados a otros
componentas de naturaleza no estructural como fenoles, terpenos o
alcaloides, que pueden 1legar a supcher un porcentaje considerable en
el peso de estos materiales, pudiendo asi mismo llegar a tener una
influencia significativa en los procesos de degradacién (Cowling v
Kirt, 1976).
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L.ignin - Herniceliulose
(@l (b motrix ic!

Figura (1.3).- (a) Estructura de los tejidos lefiosos, mostrando las
relacciones de las células a traves de la pared
celular.

(b) relacidén entre la Tignina, la hemicelulosa y la
celulosa en la pared secundaria.

(¢) E1 dismetro decada célula es aproximadamente de
25 um desde S1 a $3 (Paredes secundarias), P(Pared
primaria), ML(L4mina media).

MATERIAL CELULOSA HEMICELULOSA LIGNINA
4 X x
Paja de Arroz 45 26 25
Paja de Trigo 45 26 18
Bagazo de Cafia 52 27 19
Cafia de Maiz 46 31 13
Madera de Abed(] 42 38 19
Madera de Arce 45 29 24
Abeto del Canada 41 23 33
Bagazo de Remolacha 41 20 20
Tallo de Soja 35 25 20

Tabla (1.4).- Contenido en celulosa, hemicelulosa y lignina de
distintos materiales lignoceluldsicos (Kent vy Kirk,
1983),
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1.7.1.~ Composicidén de 1a Celulosa.

La celulosa es el biopolimerco mds abundante en la naturaleza
(Pathak y Ghose, 1973), (Castanon y Wilke, 1981). Es el constituyente
principal de la pared celular de tos tejidos vegetales, pudiendo ser
sintetizada también por algunas bacterias, protozoos Yy hongos
filamentosos (Sleigh, 1973). Es insoluble en agua pero soluble en
disoluciones de hidrédxido de cobre amoniacal.

La celulosa &5 un holopolimero 1ineal, altamente reguilar,
constituido por restos de D-glucosa unidos entre si por enlaces
glicosidicos de tipo B(1-4). Los restos de glucosa presentan una
conformacién en silla, que es la mas estable en la naturaleza(Figura
1.4,).8u peso molecular es muy elevado, oscilando entre 50.000 y
2.500.000 dalton segln su procedencia, ello equivale de 300 a 15.000
restos de glucosa por molécula,

Es esta composicién quimica Ta que confiere a 1a fibra de
celulosa su resistencia tanto a los ataques fisicos, quimicos vy
enzimaticos.

Las moléculas de celulosa se encuentran unidas entre si a
través de puentes de hidrégenc y por fuerzas de Van der Waals (Figura
1.5). Estas zonas de unién se corresponden con las zonas de mayor
refringencia a los rayos X, debido a 1a orientacién en paralelo de las
cadenas de celulosa (microfibrillas), dando lugar asf a la formacidn
de mallas cristalinas denominadas "micelas” (Figura 1.6).

Estas micelas de unos 3.5 nm. de didmetro poseen una gran
estabilidad guimica y estan formados por té&rmine medio por unos 100
restos de glucosa. Es esta disposicibn paracristalina Ta que ofrece un
impedimento sstérico al ataque enzimitico.

Entre las micelas existen espacios relativamente peguefios en
los que no existen enlaces entre moléculas , estas zonas vacias a los
electrones de 1os diagramas de difracciébn de rayos X, suponen
alrededor de un 5% del total de 1a celulosa y constituyen Ta ]lamada
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Figura (1.4).- Disposicién en "si11a"” de las moléculas de glucosa que
componen la celulosa.

Fipura (1.5) Figura (1.6)

Figura (1.5).- Un16n de las moléculas de celulosa a través de puentes
de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals.

Figura (1.6).- Malla cristalina "Micela" de la celulosa.
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"celulosa amorfa” donde las moléculas estén desordenadas, 1o gue las
confiere la propiedad de estructurarse y de ser mis eldsticas, siendo
asi mas sensibles a los posibles ataques hidroliticos (Figura 1.7).

La teoria actualmente admitida para explicar l1a estructura de
la celulosa en su estado nativo es la de la "micela flocada”,

E1 andlisis del patrén de difraccién de rayos X emitido por
la celulosa indica que 1as micelas o fibrillas elementales se agrupan
a4 su vez en paguetes de unas 20 unidades para formar a su vez
microfibrillas con un didmetro de unos 10 nm en la celulosa de la
madera y la bacteriana (Preston, 1971). Entre estas microfibrillas
visibles a microscopia electrénica aparecen huecos donde se depositan
sustancias no celulésicas (hemicelulosa, Tlignina) que se unen
intimamente al! polisacdrido, siendo responsables de la resistencia de
Ta celulosa de las paredes vegetales (Fan y Lee, 1981), (Neely, 1984),
y (Szczodrak, 1986).

Las microfibrillas en determinadas ocasiones pueden asociarse
en haces de 250 unidades dando lugar a las fibras celuldsicas visibles
a microscopia éptica, v la unién de estas fibras en haces de 1.500
fibras forman las macrofibras de celulosa visibles a simple vista
(Calvin, 1979), (Figura 1.8).

Los estudios espectrofotométricos han permitido encontrar
diferencias significativas entre la celulosa nativa y las celulosas
regeneradas por tratamientos alcalinos. En ambos casos, la formacién
de puentes de hidrégeno intracatenarios es distinto, lo que da lugar
a distintos tipos de ordenaciones moleculares y por tanto a distintos
tipos de cristalizacién (Jones, 1971).

Asi se puede hablar de complejos celuldsicos polimérficos,
esto es, celulosas con un estado de cristalinidad muy alto, las
1lamadas celulosas de tipo I, equiparables a las nativas. Celulosas
semicristalinas, en las que sigue existiendo una ordenacién periddica
o de tipo II, y por Gltimo, la celulosa amorfa en la gque no existe
ningtin tipo de ordenacién de Tos materiales, o celulosa de tipo 0.
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Figura (1.7).- Disposicién de 1a celulosa cristalina y amorfa en una
fibra vegetal.
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Figura (1.8).- Agrupacién de las cadenas de celulosa para dar lugar a
micelas, microfibrillas y fibras de celulosa.
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Dentro de 1a celulosa, pueden diferenciarse tres tipos en
funcién de su peso molecular y de su asociacidén a compuestos incluso
no glucidicos que pueden precipitar junto con ellas:

a~-Celulosa: es Ta celulosa descrita como tipo I, inscluble en
hidréxido sddico concentrada a temperatura ambiente.

B-Celulosa: Con cadenhas mds cortas que la a y soluble 8n las
condiciones anteriores, precipitando al acidificar la solucidn.

r-Celulosa: Después de tratarse con 4lcali y acidular la
solucibén, precipita sobre etanol frio al 95% (Schnahel, 1973).

1.7.2.- Composicién de la Hemicelulosa.

Las hemicetulosas son polimeros de composicion diversa segin
los vegetales de los que proceden, presentan propiedades adhesivas, se
hinchan y dispersan en el agua. E] tamafio de sus cadenas es
considerablemente mds pequefio que el de la celulosa (Whistler vy
Richard, 1970).

La hemicelulosa es fdcilmente hidrolizable por A4Acidos
diluidos en frio, dande lugar a pentosas (D-xiloga y L-arabincsa),
hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) y 4cidos urénicos (ac.
galacturénico y ac. glucurénico). Estos azilicares se unen entre sfi a
través de enlaces glicosidicos de tipo B(1-4) y, a veces, forman
ramificaciones con enlaces de tipo B(1-3). Es este grado de
sustitucidén tan irregular Jo gue hace que las hemicelulosas
normalmente no posean estructura cristalina.

En la mayor parte de 1las angiospermas, 1os xilanos son
sustituidos por restos acetilados o metilados en la posicidon 4 del
dcido glucurénico, mientras gue en las gimhospermas, los restos
predominantes son de O-acetilgalactoglucomananos (Figura 1.9).

Las hemicelulosas se dividen en dos grupos segln la capacidad
de ser hidrolizadas, asi, como por su composicién quimica.
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Figura (1.9).- (a) Estructura de O~acetil 4-0-metilglucoxilano, la
principal hemicelulosa de los tejidos de angiospermas.

(b) Estructura de un O-acetil galactoglucomanano, la
principal hemicelulosa de las coniferas.
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Celulosanos:

Estdn formados por azlcares simples formando cadenas
centrales de pentosas o de hexosas con cortas ramificaciones (Fan,
1982). En su compesicidn no entran a formar parte los acidos urédnicos,
asociandose fuertemente a la celulosa por enlaces covalentes. Resultan
atacables por 4cidos diluidos en caliente tras mucho tiempo.

Poliurénidos:

Poseen una cadena central de pentosas y de hexosas, con
muchos Acidos hexurénicos laterales con grupos metoxilo y acetilo
1ibres. Estos compuestos facilmente hidrolizables por &cidos en
caliente se asocian por enlaces covalentes y puentes de hidrdgeno a
las 1igninas, en cambio, la asociacién a la celulosa es muy débil.

1.7.3.~ Composicidén de la Lignina:

La lignina es un polimero tridimensional, aromédtico
procedente de la polimerizacidén deshidrogenativa de tres alcoholes
fenilpropidnicos (P-cumarilico, coniferilico y sinapilico). La unidn
entre los distintos mondmercs se efectla mediante enlaces carbono-
carbono y de tipo éter de los anillos arométicos, asi como, de los
radicales de la misma.

Las ligninas pueden separarse de los polisacdridos por la
accion del 4cido acético concentrado o bien por el ataque del 4cido
clorhidricgo, también concentrado, seguido de la adicién de 6xido
ciprico amoniacal.

Se han efectuado muchos estudios sobre la estructura vy
composicion gquimica de las 1igninas, no pudiendo 1legar a establecer
modelos estructurales debido a que en cada vegetal la composicién de
los monémeros varia. Mientras que en las maderas de gimnospermas
(maderas blandas) el alcohol m&s abundante es coniferilico, en las
maderas de angiospermas (maderas duras) el alcohol mds abundante es
sinapflico, mientras que en las plantas herbdceas, el que mas abunda
es e] alcohol! p-cumarilico (Kirk, 1¢87),.
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En cuanto a su funcién, la lignina es principal responsable
de la rigidez de las paredes de las células vegetales, se acumula en
la lamina media donde su concentracidén puede 1legar a ser del T75%,
también supone una proteccién frente al ataque de gérmenes patégenos
vy agresiones mecénicas {(vance y Kirk, 1980). En la Figura 1.10 se
muestra 1a estructura compleja de la lignina.

1.8.- LA BIOMASA LIGNOCELULOSICA COMO PRINCIPAL FUENTE ENERGETICA Y DE
PRODUCTOS QUIMICOS.

Los ecosistemas terrestres forman una serie de <c¢ciclos
estacionarios, mediante la fotosintesis las plantas se convierten en
las productoras por excelencia, mientras que el resto de los seres
vivos son los consumidores. Asi, en el curso de los ciclos de vida
desencadenados en aste proceso se produce Yy consume energia y biomasa.

E1 problema que se plantea es como emplear los residuos de estos
materiales cada vez por otro lado mds abundantes, para producir
alimentos, productos guimicos y energia por métodos de bioconversidn
(Schurz, 1984).

E1 papel mds importante en aste problema lo ocupa la biomasa, vy
dentro de ella la celulosa v 1a hemicelulosa (Esterbauer, 1985).

Se pretenden encontrar métodos en el futuro que sean capaces de
rentabilizar la produccién de sustancias basadas en la quimica de la

celulosa v que compitan con las petroquimicas (Schurz, 1986).

1.8.1.- La biomasa ¢eluldésica como fuente de energia.

En l1a G1tima década, vy debido a 1a crisis energética iniciada
en 1973, ha crecido enormemente el interés del usoc de 1a biomasa
vegetal con fines energéticos, en la actualidad, este interés esta
centrado ademds del propio problema energético en la proteccion
medicambiental y la repercusidn sociolégica que conlleva.
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Figura (1.10).~ Estructura de 1a lignina mostrando 1os enlaces metoxi-
entre los distintos alcoholes que 1a forman.
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La celulosa y la hemicelulosa como componentes principales
de las plantas verdes, son producidas continuamente por accidn directa
de la luz solar, empleando 4 x 102! Julios para la sintesis de 1.5 x
10! toneladas de carbono anual (Margaritis, 1980). La energia calérica
de esta biomasa supone alrededor de 4 x 10'7 Kcal, energia que
triplica las demandas energéticas estimadas para el afio 2000, que
suponen al rededor de 1.34 x 10'% Kcal (Fernandez, 1982),

En la actualidad, la biomasa lignocelulésica aporta tan sélo
el 15% de 1a energia consumida en el munde (Gouvello, 1987), estimando
que para el afo 2000 los pajses desarrollados incrementardn en un 10%
la energfa obtenida a partir de esta materia prima.

1.8.2.—- La biomasa lignocelulésica en procesos fisico—
quimicos.

Tradicionaimente e1 aporte energético suministrado a la
humanidad por parte del material Tignocelulésicc ha sido en forma de
madera para hacer fuego, en la actualidad la produccidén de carbén
vegetal por pirélisis (se scmete la biomasa 1lignoceluldsica a
temperaturas entre 200 y 1000 9C en ausencia de aire), estd alcanzando
elevados rendimientos utilizandc reactores de lecho fluido, con
rendimientos de transformacidn entre un 70 a 80% segun 1ia técnica
empleada. En empleo del carbén vegetal asi obtenido es doble, por un
lado es un buen sustituto del carbén mineral, y por sus
caracter{sticas puede ser utilizado en la elaboracién de carbén activo
con uso industrial.

Otro producto formado en 1Ja pirdlisis son los 4dcidos
pirolefiosos, con aspecto algquitranoso, compussto por hidrocarburos
ciclicos, alcoholes, aldehfdos y cetonas, pudiendoc ser empleado como
fuente de disolventes orgédnicos (Overend y Milne, 1985). Otra utilidad
de estos 4cidos es su utilizacién como combustible en calderas para
producir electricidad debide a su elevado calor especifico (6000 a
7000 Kcal/Kg). También puede sufrir procesos de reduccién catalitica
para dar lugar a combustibles para motores de expleosién (Carrasco,
1988).
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1.8.3.-Utilizacién de 1a biomasa lignoceluldsica en procesos
biolégicos,

La biomasa lignocelulésica puede ser empleada mediante
ataques microbianos para la produccidn de biogas mediante la digestidn
anaerdébica de la misma.

E1 proceso consiste en mantener estos materiales en
compartimentos estancos en ausencia de aire, y alli, a través de
microorganismos metanogénicos se produce la descomposicidn de la
fitomasa transformdndola en una mezcla de metano (55 a 60%) y el resto
anhidrido carbénico, con un potencial energético muy elevado, de al
rededor de 5000 Kcal/m3.

En la Tabla 1.5 aparecen los principales productos
lignocetulésicos a partir de donde se obtiene biogas,

1.8.4.~ La biomasa Tignoceluldsica como fuente de productos
quimicos.

Los materiales tlignocelulésicos {(celulosa, hemicelulosa vy
lignina principalmente), suponen una fuente inagotable de productos
con interés industrial. Directamente la fitomasa supone una fuente de
papel y alimento para herbivoros, en segundo lugar, la celulosa supons
una fuente importante para Ta elaboracidn de explosivos (g€steres vy
nitratos de celulosa). En otro plano, a partir de la celulosa puede
obtenerse glucosa, y por utilizacién de esta por microorganismos
etanol, Proteina microbiana y vitaminas. A partir de los furfurates,
as posible Ta obtencién de pldsticos y fibras sintéticas, por dltimo
medtante la fermentacidén de 1a glucosa es posible obtener disolventas
y Acidos organicos. Figura 1.11.

De forma similar es posible 1la transformacién de 1la
hemicelulosa, por un lado en pentosas y hexosas due por accidn
microbiana den lugar a disolventes orgdnicos y Proteina microbiana v
por otro lado por transformaciones quimicas de sus componentes a
fibras sintéticas, resinas y pléasticos.
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NATURALEZA DEL RESIDUO RENDIMIENTO DE GAS
n3/Kg
Fango Residual urbano 0.43
Papel Urbano 0.23
Papel de Periddico 0.98
Estiercol con Paja .29
Estiercol de Caballo 0.40
Estiercol de Ganado 0.24
Estiercol de Cerdo 0.26
Hojas de Remolacha 0.46

Tabla (1.5).~ Principales residucs lignoceluldsicos a partir de los
cuales se obtiene biogas (Ronald y Barthon, 1987).
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La lignina puede ser empleada por su lado como combustible o
sometida a hidrogenacion tranformdndose en derivados fendligos e
hidrocarburos entre Jlos que se encuentran los Catecoles y Jla
Vainillina, asi como ser aplicado como polimero formando parte de
resinas termoestables, como agentes dispersantes, como antioxidantes
o como sustancias absorbentes y estabilizantes de emulsicnes. Por
0ltimo, todos los componentes pusden ser utilizados como sustratos
para la produccidn de enzimas para sy biodegradacidn, cerrandc asi el
ciclo de produccion, (Schurz, 1986).

1.9.— PROCESOS DE HIDROLISIS DE MATERIALES | IGNOCELULOSICOS.

Existen una gran variedad de procesos industriales destinados a la
transformacién de 1los materiales Tignoceluldsicos en productos més
sencillos, generalimente azlcares para su posterior transformacién en
otros productos con interés industrial, bien por via quimica o©
enzimética a través de microorganismos.

1.9.1.- Procesos de hidrdlisis quimica.

En estos tratamientos se emplean generalmente 4cidos o bases
fuertes en condiciones asi mismo condiciones de presidén y temperatura
elevados,

1.9.1.1.— Hidrélisis &cida.

Han sido muy numerosos 1os Acidos orgdnicos e
inorgdnicos empleados en estos procesos de hidrdlisis, pero tan séio
industrialmente resultan aplicables el é&cido c¢lorhidrico y el
sulfidrico. E1 proceso de hidrdlisis dcida de los materiales
lignocelulésicos se basa principalmente en gue estos materiales poseen
una determinada porcién de celulosa y hemicelulosa formada por
mendmeros unidos por enlaces de tipo glicosidico. Estos enlaces pueden
ser rotos por la accidén del Acido en caliente siguiendo una cinética
de primer orden (Fagan, 1971%1).
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Celulosa Glucosa
(CEH-’ZOS)-n + (n+1)H20 ______ > n C6H1205

-dCa/dt = K, . Ca

donde
Ca: Concentracion de celulosa en el tiempo de reaccioén.
t: Tiempo de reaccidn,

Ky: Constante cinética de hidrélisis especifica del

sustrateo, el pH y la temperatura de hidrélisis,

En estas reacciones de hidrélisis de residuos
lignocelulésicos se hidrolizan antes las hemicelulosas que la celulosa
por nho tener las primeras estructura cristalina. En el proceso
hidrolitico, en el caso de la celulosa, existe un eguilibric de
asociacién-disociacién entre los azlcares hidrolizados, asi pues, en
una solucidn de azticares obtenidos por hidrdlisis 1o normal es obtener
entre un 30 a 35% de disacdridos o trisacdridos en forma de celobiosa,
gentobiosa o celotriosas.

Los métodos de hidrdlisis 4cida de residuocs
T1gnoceTulésicos son de dos tipos:

A.- aquellos que utilizan 4cidos diluidos a temperaturas
elevadas.

Fue Schdller entre las dos guerras mundiales quien desarroll¢
los métodos de hidrélisis, utitizando 4cido sulfirico diluido al 0.5%
p/v a 1802C. En la actualidad, este método tan sdélo se emplea en la
Unién Soviética con el fin de producir biomasa microbiana a partir de
aestos hidrolizados.

B.~ Aquellos que emplean A4cidos concentrados a baja
temperatura (509C),

Estos métodos son los més usados, algunos de estos métodos
consiguen elevados rendimientos en la sacarificacién como el de
Nuguchi-Chisso, ideado en los afios 50 , consistente en hacer pasar una
corriente de cloruro de hidrégenc a 180QC a través del material a
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hidrolizar, obteniendo asi rendimientos en la hidrélisis entre el 75
y 80% del valor teérico.

En la actualidad, se estén desechando los procesos de
hidrélisis 4cida de residuos celuldsicos por varias razones. En primer
tugar por su elevado coste econémico asi como por la toxicidad de Jlos
residuos producidos. (Rao, 1983).

1.9.1.2.— Hidr4atlisis Alcalina.

Los procesos de hidrdtisis alcalina de materiales
lignocetulbsicos son conocidos desde hace mucho tiempo (Archibaud,
1942), la finalidad de estos procesos no es tantc la completa
degradacién del material Tlignoceluldsico come su transformacién y
modificacién de su estructura fisica, haciéndolo méas accesible a la
accién de otros agentes hidreliticos.

Generalmente, en estos tratamientos se emplean 41calis
fuertes como &1 hidréxido aménico o el hidréxido sédico en condiciones
de presidn y temperatura elevadas (100 a 1200C) con una atmdsfera de
sobrepresion (Gallo, 1978), (Chang, 1981).

Algunos de estos procesos han sido patentados vy
utilizados industrialmente como el método BRAM, (Doppelbauer, 1987).

Empleando estas condiciones, se produce  un
esponjamiento e hidrolizado de la celulosa debido a la pérdida parcial
de su fraccidén cristalina, transformandose esta en celulosa amorfa,
mucho méas facilmente atacable, asif mismo, se produce un efecto de
saponificacién de ésteres formados entre &cidos y urdnidos de las
hemicelulosas, las cuales estén asociadas a las cadenas de xilanos,
asi como ta pérdida de los grupos acetilo de los mismos {(Tarkow,
1969), (Fan, 1980). Debido a sus caracteristicas, 1a hidrélisis
alcalina de residuos Tlignoceluldsicos se ha empleado como
pretratamiento en procesos de sacarificacidn, tanto si la hidrélisis
sensu estricto se efect}a por via quimica como enzimdtica, mejorando
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notablemente su rendimiento. (Rao, 1983), (Acebal, 1986),
{Doppelibauver, 1987).

1.9.2.~- Procesos de hidrélisis enzimédtica.

Los procesos enzimdticos de degradacién de materias vegetales
y de deshechos industriales afines (papel y maderas) estédn tomando
cada dia més importancia debidoc a su gran especificidad, bajo coste
enargético vy porque los productos téxicos de su descomposicidn son
mfnimos (Acebal, 19886), asi mismo, la tecnologia necesaria para 1levar
a cabo estos procesos estéd va desarrollada (Gallo, 1978).

E1 proceso de conversién (hidrélisis enzimédtica) requiere
distintas etapas entre las que se pueden distinguir:

- La produccion enzimatica,
- E1 pretratamiento de los materiales en bruto.
- La hidrdlisis propiamente dicha.

En la Figura 1.12 se muestra un esquema general del procesoc,

Esto ha 1llevade a buscar microorganismos con un potencial
celulelitico elevado.

La celulosa por sug caracteristicas fisigo-quimicas es un
polimero dificil de atacar por accidn enzimatica; a pesar de ello, se
han podido ancontrar un pequefio nimero de microorganismos (hongos
filamentosos, bacterias y protozoos) capaces de 1levar a cabo esta
degradacién. Entre los hongos filamentosos se encuentran Aspergillus
niger, con un alto nivel de endoglucanasas y B-glucosidasa, pero con
un bajo nivel de exocglucanasas, lo que limita su capacidad para
degradar 1a celulosa cristalina.

Entre las bacterias existen especies como el Ruminococcus
albus capaces de sintetizar celulasas pero con una actividad muy baja.



Produccion Enzimatica
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Figura (1.12).— Esquema general de la transformacion enzimdtica de

residuos lignocelulidsicos.
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Otra bhacteria 1importante en estos procescs es el género
Cellulomonas, qus ha sido empleada para la sacarificacién de bagazo
, pero el estudio mads importante con bacterias se ha efectuado con
bacterias terméfilas celuloliticas anaerébicas como el Clostridium
thermocelTum (Highley, 1980) o Thermoanasrobium brockii (Lamed, 1980},
ambas han sido utilizadas para la conversidn directa de la celulosa a
etancl y otros disolventes,

La acetona y el butanol son producidos por Clostridium
acetobutiricum que no es celulolitico propiamente dicho, pero produce
una endoglucanasa extracelular (Allcock, 1981).

De todos 1los microorganismos conocidos, las celulasas més
activas derivan de los hongos filamentosos del género Trichoderma.

T. reesei, T. viride, T. lignorum, T. koningii,
T. pseudokoningii y T. longibrachiatum (Webstert, 1985).

E1 sistema enzimdtico celulolitico méds ampliamente estudiado
es el de Trichoderma reesei. ya que posee la capacidad de degradar la
celulosa nativa hasta D-glucesa como producte principal de Jla
hidrélisis (Mandels, 1975), debidoc a que produce el complejo
celulelitico completo, con todos los componentes regueridos para la
hidrélisis total (Montenecourt, 1983).

Trichoderma reesei es un hongoe filamentoso, anamorfo de
Hipocrea rufa, su enclave taxonémico es el siguiente:

Divisién: EUMYCOTINA
Clase: DEUTEROMYCOTINA
Orden: MONILIALES
Familia: MONILIACEAE

Existe una c¢ierta confusién en la 1literatura sobre 1a
nomenclatura de Trichoderma reesei, suponiéndose en muchos casos qus
las cepas de 7Trichoderma viride han pasado a denominarte Trichoderma
reesei. Esto no es clerto, y en la actualidad tan sélo se reconoce
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como Trichoderma reesei a la cepa QM 6a (A.T.C.C. 1316) y a Tlos
mutantes obtenidos a partir de la misma,

Esta cepa se aisl1d por primera vez en maderas de Nueva Guinea
durante la segunda guerra mundial, identificdndose como Trichoderma
viride.

En 1977 Simmons renombrd a ssta cepa de Trichoderma viride
QM 6a como Trichoderma reesei en honor del investigador Elwyn T. Reese
{Simmons, 1977).

Existen trss varjantes espontaneas de esta cepa, la QMéc,
QMéd y la QMBe., También se han conseguido numerosos mutantes
hiperproductores de celulasas a partir de la cepa QM6a, todos ellos
producen niveles de celulasas supericores a lTos obtenidos con la cepa
salvaje, pero la composicién y propiedades del complejo celulolitico
son similares en todas {(Mandels, 1982). Una de estas cepas es e]
mutante T. reesei QM 9414 (A, T.C.C. 26921).

Existen ademds mutantes puntuales y delectivos para estudios
genéticos, como las cepas NG14, C30, I10 e I14. Hay ademds cepas
patentadas como las producidas por la Cetus Corporation en 1981, asi
como las cepas desarrolladas por Mary Mandels para la Armada
Norteamericana.

1.9.2.1.- DESCRIPCION DEL COMPLEJO ENZIMATICO DE 7. REESEI.

E1l sistema enzimitico celulolitico de 7. reesei estd
compuesto por tres fracciones claramente diferenciadas, y su sintesis
se encuentra sujeta a dos controles metabdlicos, uno por induccioén
por niveles adecuados de celulosa, lactosa o soforosa (Mandels, 1960),
(Mandels, 1962), (Reese, 1971}, vy otro de inhibicién y represidn
catabélica por fuentes de carbono facilmente metabolizables (Mandels,
1969), (Mandels, 1975), (Nisizawa, 1972). E1 grade de represién
catab6lica se reduce en algunos mutantes (Montenecourt, 1978),
existiendo mutantes capaces de producir niveles elevados de celulasas
de forma constitutiva (Shoemaker, 1981),
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La mayor parte de los mutantes producen enzimas capaces de
rompaer la celcbicsa de forma constitutiva, lo que demuestra que el
efecto de estos enzimas no estd sujeto al mismo control genédtico que
el resto de las c¢elulasas. Asi mismo, en mutantes defectivos en estos
enzimas, son capaces de degradar la celulosa de forma normal (Mishra,
1989), (Strauss, 1990).

Los componentes del complejo celulolitico de 7. reesef son
tres béasicamente,

1.~ Exo B(1-4) glucanasa (CBH) (E.C. 3.2.1.9.1.}):

Hidroliza los enlaces glicosidicos B(1-4), liberando celocbiosa a
partir de los extremos no reductores de la cadena, por ello también
se la denomina celobiohidrolasa ¢ més correctamente B{1-4)-glucan-
celobiohidrolasa. Esta enzima es excretada al medio de cultivo cuando
el microorganismo crece sobre celutosa, apareciendo bajo varias forma
(Isoenzimas).

En T. reesei se distinguen un minimo de dos
celobiohidrolasas; la CBH1 y la CBH2, Estas enzimas forman lo que
Reese en 1950 se denominé “Sistema C1". Los sustratos empleados para
valorar esta actividad son 1insolubles, vrecurriendc a medir 1la

actividad exoglucanasa como actividad “Avicelasa"!

. Asi pues, hablar
de actividad "avicelasa” es sindbnimo de actividad exoglucanasa

fGuillen, 1986).

2.- Endo B(1-4)-glucanasa (EG) (E.C. 3.2.1.4.):

Rompe las cadenas de celuliosa al azar, hidrolizando los enlaces
R(1-4) glicosidicos, por elljo recibe también el nombre de R(1-4)-
¢lucan-glucanchidrolasa, de ella se conocen como minimo tres formas
EG1, EGZ2 y EG3, sufriendo cada una de ellas procesos de restriccién
por accidén de proteasas (Bhumibhamon, 1982), (I1lanes, 1988). La
endoglucanasa corresponde a la fraccién Cx descrita por Reese en 1950,

'E1 avicel es un producto comercial constituido por celulosa
microparticulada (50 um) quimicamente pura
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también es 1lamada carboximetilcelulasa por ser este el sustrate

empleado para su determinacién.

3.- B-Glucosidasa (E.C. 3.2.1.21.}:

También es 1lamada celoblasa, rompe cadenas de celobiosa liberando
dos moléculas de glucosa, como se ha mencionado antes, este enzima no
parece tener un efecto decisivo en la actividad del complejo
celuiolitico.

Existen otros sustratos sobre 1los dque puede actuar come la
soforosa, pues esta enzima sélo es especifica de disacaridos con
enlaces 3.

Mientras que 1las dos primeras enzimas son extracelulares, la
B-glucosidasa presenta actividad tanto intra como extracelular, debido
a que existe una @B-glucosidasa intracelular (Sunstrom, 1981) cuyo
nivel constitutivo es aproximadamente de 0.2 U.A.E./mg de micelio.
Después del crecimiento, la fB-glucosidasa es en su mayor parte
extracelular, siendo tas propiedades del enzima intracelular distintas
de las del extracelular (Gong, 1977).

La B-glucosidasa no es una celulasa como tal, ya que es incapaz de
atacar directamente a la celulosa, pudiendoc ser producida por
microorganismos no celuloliticos. Ahora bien, este enzima actia
sinérgicamente con los otros dos componentes del complejo celulolitico
(Endoglucanasa y Exoglucanasa), incrementando la accidén de 1as mismas,
pues elimina la celobiosa que agtﬂa como  inhibidor del medio
(Sundstron, 1981).

La B~glucosidasa supone un 1% de toda la Proteina enzimdtica del
complejo celulolitico excretada por 7. reesei, mientras gue 1la
andoglucanasa supone un 30% v l1a exoglucanasa un 69%.

En  muchas ocasiones cuando se trabaia con materiales
lignocelulésicos resulta conveniente conocer como actuan las tres
gnzimas del complejo  Jjuntas. Para poder estandarizar Jlas
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determinaciones se utiliza como sustrato del complejo celulolitico el
papel de filtro.

Se han desarrollado modelos mecanisticos para describir la accidn
del compiejo celulolitico de 7. reese’, uno de ellos es el de OkazaKi
y Moo-Young desarrollado en 1978,

En este modelo la accién de la endoglucanasa y la exoglucanasa
tienen efectos sinérgicos, y 1 grado de polimerizacidn vy
cristalizacioén de 1a celulosa es uno de los factores limitantes de la
hidrélisis. (Fig 1.13).

Se han desarrollado asi mismo modelos matemdticos para describir 1a
accién de Jas enzimas basados en el concepto de particulas aisladas de
celulosa con lugares de ruptura donde comenzaria el efecto sinérgico
enzimiatico., Asi mismo, este modelo tiene en cuenta los fendmenos de
adsorcién (Moreira, 1981). (Figura 1.14),

1.9.2.1.1.- INDUCCION DEL COMPLEJO ENZIMATICO.

E1 inductor natural de las c¢elulasas no se conoce y se piensa
gue existen bajos niveles constitutivos de celulasas, y que la accidn
de estas sobre la celulosa produce 'a liberacién de alglin producto
solubie que entra en la célula y realiza algin efecto inductor.

De todos los hidratos de carbono estudiados, tan sélo la
celulosa v la soforosa parecen ejercer niveles aceptables de induccién
en las celulasas.

La lactosa ha sido utilizada también como inductor de las
celulasas comprobindose que es un inductor débil,

La induccidn por celulosa es lenta, ocurre general Después de
2 dias de cultivo, incrementédndose a los 4 dfias, siendo preciso la
existencia de un contacto directo entre el micelio vy 1a celulosa para
que se produzca 1a induccién (Mandels, 1962).
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Figura (1.13).~ Esquema para explicar el modelo de hidrdlisis
enzimdtico sinérgico de la celulosa.
Et: Endoglucanasa, ataca al azar moleculas de celulosa
DP»= 6,
E2: Exoglucanasa, rompe los extremos no reductores de
la celulosa,
E3: g-Glucosidasa, rompe la celobiosa para dar
glucosa.
(- - ~): Inhibicién por producto final.
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Figura (1.14).- Modelo de fermentacidén de la celulosa.

C1: Concentracidn de glucosa. C2: Concentracidén de celobiosa. Cx:
Concentracion de celulosa. E2: Concentracién de B-Glucosidasa. Ex:
Complejo Endogiucanasa/Exogiucanasa. I2: Constante de inhibicién de Ta
B-glucosidasa. Ix: Constante de inhibicidn del complejo Ex. K: Gramos
de celulosa /adsorcién. K’: Constante de difusién enzimética. K2:
constante para la B-Glucosidasa. Km: Constante de Michaelis. Ks:
Constante de Monod. m.,: constante de mantenimiento de 1a glucosa. R2:
Constante de reprasién de la B~glucosidasa. Rx: Constante de represién
del complejo Ex. S:Unidad de 4rea de celulosa/unidad de volumen de
médio. t: tiempo. X: concentracion de masa celular. Yx/c1: Rendimiento
celutar. a: Coeficiente de adsorcién de Langmuir. (Eta) numero de
lugares de adsorcidén/Unidad de suparficie de la celulosa. um: tasa
mdxima da crecimiento. (Moreira, 1981).
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Para la induccidén es indispensable la presencia de tensiones
elaevadas de oxfgeno, comprobéndose la ausencia de esta en ambientes
saturados de nitrégeno (Sternberg y Mandels, 1979).

La soforosa en cambio se ha decantado como uno de los mejores
inductores de las celulasas en 7T, reesef, cuando la celulosa es
hidrolizada por accidén de las celulasas, aparecen en la mezcla
diversos disac4ridos de revergién, uno de ellos ha sido identificado
como la soforosa.

La soforosa es activa a concentraciones de 107% M con micelio
lavado de T. reesei (Gritzali, 1979), aunque no actia como inductor
con otros hongos y bacterias. A una concentracién de 160 pM se logra
su maxime efecto inductor. Se ha podido comprobar que el efecto
inductor de la soforosa va acompafiado de una sintesis de novo de
proteinas (Stermberg y Mandels, 1979).

ta soforosa es un inductor de gran afinidad, pues a
concentraciones iguales con lactosa, esta tiene un efecto inducter
mucho méds pequefo. Con una concentracion de 1 ug/mi, la lactosa induce
10 veces manos due la sofcorosa.

La soforosa induce tanto a la endoglucanasa, exoglucanasa vy
B-glucosidasa, resultandoc a la vez sustrato de ésta Gltima. La Km de
la f~glucosidasa por la soforosa es de 1.4 mM, mientras que para la
celobiosa es de 1.2 mM, y las constantes de inhibicién son de 9.5 mM
para la soforosa y de 6.0 mM para la celobiosa.

La soforosa ss metabolizada por el micelio, y la mayor parte
de las celulasas (80%) sélo aparecen Después de que la mayor parte de
la soforosa ha desaparecido del medio, pero la produccidén enzimdtica
desaparece Después del agotamiento de la soforosa o de la separacion
del micelio del inductor (Stermberg y Mandels, 1979). Se ha observado
ademds que la adicidén del inductor en pulsos es més efectiva que la
adicidn en una Unica dosis. Otro factor importante en la induccién es

el pH vy 1a temperatura, estimando las condiciones Optimas de induccion
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de las celulasas de T. reesei a valores de pH comprendidos entre 2.8
a 3.0 v una temperatura de 280C (Mandels, 1960).

1.9.2.1.2.~ CARACTERISTICAS DEL COMPLEJO CELULOLITICO.

Basicamente la estructura de estas proteinas consiste en una
cadena polipeptidica que oscila entre 37 a 76 Kd de peso molecutlar, en
cuyo extremc N-terminal se encuentra un péptido sefial que la reconoce
como Proteina extracelular., Cada polipéptido es modificade por acciodn
de proteasas Acidas durante el proceso de secrecidn.

Todas las celulasas producidas por 7. reesei son sometidas a
dos mecanismos de glicosilacién; la 0O-glicosilacién y la N-
glticosilacion.

Se han podido observar distintos patrones de glicesilacién
observando diferentes subformas de la misma enzima con distinto punto
isoeléctrico (Gum y Browm, 1977). Esto parece ser algo relativamente
comin en 1os hongos superiores sn los gque también aparecen celobio-
oxidasas como en 8] caso del basidiomiceto Phanerochasete chrysosporium
(Morpeth y Jones, 1986),

En la CBH1 existe una secuencia particular de aminoédcidos
Asn~X-Ser/Thr a través de la cual se efectla el reconocimiento del
tugar de glicosilacién del enzima (Fagerstom, 1984). Estc también se
ha observado con la EG1.

Ltos lugares de reconocimiento de la O-glicosilacidén son
distintos, parece ser una secuencia gue en 1a CBH1 aparece precedida
de la repeticidén de la secuencia (Gly-Asn-Pro-Ser-Gly) tres veces.

A estos dos mecanismos de glicosilacidén en el sistema de
exportacidn de enzimas se les conoce ¢on el nombre de glicosilaciodn
postraduccional, fenémeno muy estudiado en Jevaduras.

Los mecanismos de glicosilacién en la célula de 7. reese’
consisten b&asicamente en la adicién de cadenas de mancsa. En las
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levaduras esta adicién puede 1legar a suponer hasta el 50% del pesc de
la Protefina.

Para cada cadena de protefnas (Endoglucanasas) se adicionan
9 cadenas de hidratos de carbono, cada una constituida a su vez por 9
restos de manosa que sSe unen a su vez con 3 moléculas de glucosa.
(Fig 1.15).

Este mecanismo ocurre de una forma general en todos los
eucariotas, donde los hidratos de carbono son transferidos por un
transportador lipidico (dolicol-fosfato) a los residuos de Asparagina
de las moléculas proteicas. Asi pues, la forma de transporte es:

TRANSPORTADOR---(N-Acet 1 1glucosamina)3-—-(Manosa) 9~~~ (Glucosa) 3

Tras esta primera glicosilacién se produce la adicidn de
otros residuocs de manosa sobre los 9 primeros y las 3 moléculas de
glucosa a través de enlaces de tipo a(i1-6) glicosidicos, de esta forma
se origina el CORE de hidratos de carbonc de las celulasas (Tabla
1.8).

Las actividades enzimaticas necesarias para que se produzca
la glicosilacion y modificacién de las cadenas iniciales de
oligdsacéridos se localizan en el reticulo endoplasmico. Las enzimas
necesarias para una posterjor adicidn de manosas~-fosfato se localizan
en las membranas del aparato de Golgi. (Berry, 1988).

1.9.2.1.3.— ESTABILIDAD DE L AS CEIULASAS DE 7.REESET.

E1 complejo celulolitico producido por T. reesei es estable
al calor (602C), a los cambios brusces de temperatura y a la accién de
inhibidores quimicos (Reese, 1980). Han podido observarse fendmenos de
inactivacién del compisjo enzimatico debidas al exceso de agitacidn
originando 1a consiguiente rotura del micelio (Reese, 1980)}. También
se ha observado que Tla superficie de contacto de la celulosa con el
micelio influye decisivamente en 1la hidrélisis (Ghapuray, 1983),
(Puri, 1884), generalmente cuanto méAs pequefa sea la superficie de
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Molecular Turnover no. Carbohydrate
weight (smhyt content (%)
(kilodalions)
Cellobiohydrolases
T. viride 53 0.89 2.2
(Gritzali & Brown, 1978; 53 0.3% 6.6
Gum & Brown, 1977) 53 0.49 0.9
33 Q.47 7.2
P. chrysosporium 43.6 0.51 0
(Erikssen & Peterscn, 1973)
Endoglucanases
T. viride 37 17 4.3
{Gritzali & Brown, 1978) 52 24 13
49.35 7.4 13
P. chrysosporium 32 60 10.3
(Almin et al., 1975) 367 120 0
133 50 78
37.5 710 47
37 260 2.2

" Turnover number indicates bonds cleaved per mole of enzyme per second.
! Substrate for endoglucanases——carboxymethylcellulose.

Tabla (1.6).- Peso molecular y contenido en hidratos de carbono de
celulasas de distintos organismos.
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contacto mayor es la hidrélisis (Dong-Won-Kim, 1988), 170 es debido
a que entre la celulosa y las celulasas se producen fenomenos de
adsorcién. La investigacién de estos fendmenos ha sido muy importante,
pues paraddjicamente la adsorcién es tan fuerte que conduce a la
progresiva inactivacién de las celulasas, quedandc estas 1igadas bien
al sustrato o al producto de hidréilisis.

1.- Mecanismo de hidrélisis normal E + § <==> E§ -—-—-> P
2.- Unién irreversible al sustrato E + § -—> ES
3.~ Unién irreversible a1 producto E + S <==> E§ ---> EP

Se han estudiado los efectos del pH y la temperatura sobre
los procesos de adsorcidn, observédndose que el pH al cual se produce
una maycr adsorcidén es 4.8, pH en el cual se consiguen los mayores
niveles de actividad enzimdtica, por el contrario parece que el
aumento de la temperatura disminuye la tasa de adsorcién entre la
celulosa y las celulasas, haciesndo reversible por tanto los complejos
Enzima-Sustrato y Enzima-Producto.

A 500C es la temperatura donde se produce una minima
adsorcidn, temperatura que c¢oincide con el maximo de actividad
enzimdtica para T. reesei (Kim, 1988).

A pesar de que a 502C los fendmenos de adsorcién son minimos,
a largo plazo siguen suponiendo la desactivacibén de las enzimas del
complejo celulolitico, por ello se han estudiado con méas profundidad,
(Doppeibauer y Esterbauer, 1987).

La incorporacidn de sustancias tensoactivas noc iénicas como
el Tween B0 en una proporcién del 0.1% v/v ha permitido poner una
solucidén parcial a este problema, al afadir estas sustancias en el
medio de cultivo, se consigue incrementar el proceso de sacarificacidén
en un 14%, consiguiendo un rendimiento enzimdtico del 33% mas que sin
la adicién de Tween 80 {Castanon, 1981),
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E1 Tween 80 hace que la fuerza de unién dei sustrato y el
enzima se reduzca, logrando la liberacidén del enzima Después de la
catdlisis (Coshima, 1986).

Otro problema en la estabilidad de las celulasas es que el
propio micelio libera proteasas (un 70% de las proteasas producidas
por 7. reesei son liberadas al medic) observdndose una pérdida
progresiva de la actividad en extractos crudos.

La accidén de estas proteasas parece sar selectiva, afectando
mids a4 la actividad exoglucanasa que a la endoglucanasa que a4 la
B~glucosidasa (I1tanes, 1988).

Asi mismo, se ha observado que 1a adicidén al medio de cultivo
de 1inhibidores de proteasas como el PMSF (fenil metil sulfonil
fluoruro) contribuye a estabilizar el complejo enzimatico a lo largo
del tiempo.

1.10.~ ENZIMAS NO HIDROLITICAS QUE INTERVIENEN EN LA DEGRADACION DE
LA CEILULOSA,

Existen toda una serie de enzimas de naturaleza no hidreol{itica que
interviensen en los procesos de degradacidn de la celulosa, la mayoria
han sido encontradas en l1os hongos responsables de l1a pudricidn blanca
de la madera. Se ha aislado una homoproteina, la celobiosa oxidasa que
oxida la celcobiosa a celobio & lactona, actuando el oxigeno como
aceptor de electrones. Esta enzima es la responsable de que Ja
hidrolisis de la celulosa sea mucho mas rapida en presencia de oxigeno
que de nitrdgeno, seguramente porgue elimina la celobiosa, de esta
forma se previenen reacciones de transglicosilacién y se evita la
inhibicién de la actividad endoglucanasa que tiene 1Tugar cuando
aumentan los niveles de celobiosa (Eriksson, 1981}. La celobiosa
también es oxidada a celobic & lactona por l1a celobiosa quinona oxido
reductasa (las quinonas sirven como aceptores de electrones)
(Westermark, 1974).
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La glucosa oxidasa estd implicada en oxidar la glucosa a
gluconotactona con el oxigeno como aceptor de electrones (Eriksson,
1976).

Las distintas actividades oxidativas regulan Tos niveles de glucosa
y celobiosa, y coordinan los rangos de hidrétisis de la celulosa y del
metabolismo de los productos finales, (Figura 1.16).

En los hongos responsablas de la pudricidén blanda se ha visto la
existencia de un agente despolimerizante que no sélo alcanza la
celulosa de las pareces celulares, sino que penetra totalmente en la
celulosa cristalina, esto s&lo pusde ser producido por moléculas
pequefias (Cowling, 1969). Sobre estudios de Halliwel de 1965 se
comprobaron los efectos del peréxido de hidrégenc y las sales
ferrosas, posteriormente Koenigs en 1874 demostrd que los hongos
responsables de la pudricién blanda excretaban perdxido de hidrédgeno
y que la madera contiene el hierro suficiente como para formar el
sistema Fe?*/H,0, en la degradacién de la celulosa.

Highley en 1977 demostré que l1a celulosa es oxidada cuando es
atacada por el honge Poria placenta. Schmidt y Whitten en 1981
descubrieron que el 4cido oxdlico secretado por los hongos de 1la
pudricion marrén reducen el ion férrico presente en la madera
normalmente a ferroso, proponiendo sl siguiente mecanismo de ataque
(Takao, 1965). (Figura 1.17).

Anteriormente Cobb y Whitten en 1982 demostraron la degradacién de
la celulosa marcada con carbono catorce por el hongo Geophylium
trabeum a través de una membrana de limite de exclusién molecuiar
igual a 1000,

Esta despolimerizacidén oxidativa de ta celulosa, abre la estructura
de la pared ceiular de 1la madera de forma que las enzimas
celuloliticas y hemicelulolfticas pueden alcanzar los sustratos a
pesar de la lignina.
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Figura (1.16).~ Enzimas relaccionadas con la degradacién y regulacién
de la celulosa en Sporotrichum pulverulentum,
1. Endoglucanasa.
2. Exoglucanasa.
3. fg-Glucosidasa.
4, Glucosa oxidasa,
5. Celobio~oxidasa,.
6. Celobiosa-quinona oxidoreductasa. (Eriksson, 1978).
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Figura (1.17).- Esquema de la degradacién oxidativa de la celulosa en
los hongos de la pudricién marron. (Schmidt, 1982).
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Los hongos de la pudricidén blanca también secretan perdxido de
hidrégeno (Koenigs, 1972) pero sin embargo, no realizan la
despolimerizacion oxidativa de la celulosa. Una razén para ello puede
ser gue poseen oxatlato descarboxilasa que descompone el 4cido oxédlico,
mientras gue los hongos responsables de Ta pudricién marrdn ne la
poseen (Shimazono, 1955).



IXT.— MATERIAL Y METODOS
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2.1.- MICROORGANISMOS EMPLEADOS

Las cepas utilizadas en este estudio han sido descritas como
potencialmente celuloliticas, (Domsch K.H. 1980) y proceden de :

La Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. (C.E.C.T.).

La Coleccidn de Hongos Filamentosos del Consejo superior de
Investigaciones Cientfficas. (C.S.I.C.).

La Coteccidn de Microorganismos del Departamento de

Microbiologia de 1a Facultad de Biologia de 1a Universidad
Complutense de Madrid.
La American Type Culture Collection. (A.T.C.C.).

Todas ellas son cepas de hongos filamentosos encuadrados en la
Divisioén Eumycota (Hongos verdaderos), en la Clase Deuteromycotina
(Hongos sin esporas sexuales, también llamados Imperfectos), en el
Orden Moniliales, y en 1a Familia Moniliaceas (Hifas 1incoloras y
palidas). En la tabla 2.1 aparece una resefia de las citadas cepas.

2.2.— MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS.

Para e1 mantenimientc de las cepas de hongos filamentosos se
utilizaron tres métodos distintos:

2.2.1.—- Siembra en bisel en Agar Patata Dextrosa. (P.D.A.)

A partir de las cepas de hongos filamentosos 1iofilizadas, se
extrajeron inbdculos que fueron regenerados en Caldo de Saboureau. Tras
una incubacidén de 72 horas a 288C, el micelioc asi obtenido fue
resembrado en tubos conteniendo Agar Patata Dextrosa en bisel por
serie doble e incubados a 289QC durante 7 dfas en una estufa de cultivo
(Mod. Selecta).

Tras este periodo de tiempo una de las series de tubos fue
mantenida en frigorifico a 4°C vy la otra fue destinada a coleccitén de
trabajo.
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ONGOS FILAMENTOSOS EMPLEADOS.

- Alternaria tenuissina. 9005 (C.E.C.T.).
-~ Aspergillus alliaceus. (C.Dept.).

- Aspergtilus awamorii. (C.Dept.).

- Aspergillus cremeus. (C.Dept.).

- Aspergillus fumigatus, A-2. (C.Dept.).
- Aspergillus fumigatus. A-3.(C.Dept.).

~ Aspergillus sulfureus. (C.Dept).

~ Aspergillus sydowi. (C.Dept).

- Aspergilius wenti. A-1. (C.Dept).

- Aspergiilus wenti. A~4. (C.Dept),

- Chaetomium globosum. 2103 (C.E.C.T.).

- Chaetomium virescens. 256 (C.S.I1.C.).

-~ Talaromyces emersoni. T117 (C.E.C.T.).
- Trichoderma harzianum. 2413 (C.E.C.T.).
- Trichoderma reesei. 218 (C.8.I.C.).

- Trichoderma reesei. 2415 (C.E.C.T.).

- Trichoderma reesei. 2416 (C.E.C.T.).

- Trichoderma reesei. 26921 (A.7.C.C.). !

- Ulocladium atrum. (C.Dept).

Tabla (2.1).- Cepas de hongos filamentosos utilizados en la
experiencia.

La cepa A.T.C.C. 26921. Es conocida generaimente como QM 9414, por ello,
en el trabajo se hard raferencia a la misma con el nombre mis extendido
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2.2.2.- Ljofilizacidén de esporas,

Para l1iofilizar las esporas de los hongos filamentosos con
los que se trabajé, se partié de tubos sembrados en bisel que
presentaran una abundante esporulacién. (Mantenidos en tubo alrededor
de un mes).

Se prepard una suspensién de leche descremada estéril,
afadiéndose un mitilitro de esta suspensidén a viales de 1iofilizacion
estériies. En condicionaes asépticas, v con un asa de siembra se tomd
una buena carga de aesporas de la superficie del cultivo y se dispersé
sobre 1a leche descremada.

Los viales de liofilizacién fueron congeltados a -20°C y se
1iofi11z6 su contenido en un 1iofilizador (Mod B-65 de New Brunswik)
bajo una presién de 10 um de mercurio durante 24 horas. Transcurrido
este tiempo, los viales fueron cerrados a vacio y almacenados a
temparatura ambiente,

E1 objeto de mantener la coleccién liofilizada radica en
poder mantener durante un tiempo mayor las caracteristicas metabélicas
y genéticas de cada una de las cepas, pudiendo ser empleadas como
stock en casc de pdrdida o deterioro de las colecciones de trabajo.

2.2.3.~ Resjembra en Medios de Cultivo con Celulosa.

Muchos hongos filamentosos con actividad celulolitica,
pierden dicha actividad tras ser sometidos a sucesivos pases a través
de los medios de mantenimiento convencionales (Agar de Czapek-Dox,
Agar Patata Dextrosa), por ello, y para recuperar las actividades, en
algunas ocasiones se efectud una resiembra previa en un medio de
cultivo que contenfa celulosa.

2.3.— SELECCION VARIEDADES DE PATATA.

En Espafa existen 80 variedades de patatas calificadas por el
Ministerio de Agricuttura (Instituto Nacional de Semillas y Plantas de
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Yivero) como variedades de siembra certificada. Tabla 2.2. De todas
allas se seleccionarén 11 variedades siguiendo tres criterios
preferentes.

- Accesibidad en el Mercado.
- Bajo coste de Produccidn.
- Elevada produccién de almidén.

En 1la Tabla 2.3, aparecen indicadas 1las variedades de patata
seleccionadas para el trabajo,

Con estas 1) variedades de patata se realizaron distintos estudios
destinados a calcular:

2.3.1.- Contenido en Almidén,

2.3.2.- Contenido en Agua,

2.3.3.- Contenido en Fibra.

2.3.4.- Ccoeficiente Almidén/Agua y Almidén/Fibra.

2.3.1.— Contenido en Almidén.

Para calcular el rendimiento en la produccidén de almidén se
partid de 4 muestras de patata peladas de 100 gramos cada una. El
almidén contenido &n cada una de éstas muestras se extrajo segin el
método que se describe en el apartado 2.4.1.

Una vez seco y tamizado, se determindé el porcentaje de
almidén presente en cada variedad de patata.

2.3.2.- Contenido en _agua.

Tal y como se describe en el apartado anterior se partid de
4 muestras de 100 gramos de peso cada una que fueron divididas en
1dminas finas para facilitar su desecacién. Estas laminas fueron
depositadas en placas de Petri préviamente taradas con una balanza de
precisién (Mod Sartorius) con una exactitud de 0.01 gramo. Las
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VARTEDADES DE PATATA INCLUIDAS ACTUALMENTE EN A LISTA DE
VARIEDADES COMERCIALES.'

- ALAVA. - KENNEBEC.

~ ALPHA. -~ KERR’S PINK.

- APOLLO. (D.0.) - KING EDWARD.

- ARKA, ~ KINGSTON. (D.0.)(I.P.)
- ARKULA. - KONDOR. (D.0.)

~ ARRAN BANNER, ~ LAMIA. (D.0.)

- ATICA. - LOLA. (D.0.)

- AVENIR. - LORA. (D.0.)(I.P.}
- BAILLIE. - MANSOUR. (D.0.)
- BARAKA. (D.0.) - MARFONA.

~ BELDA. (D.0.) ~ MARIANA,

- BINTJE. - MARIJKE.

- BLANKA, (D.0.) - MARIS BARD.

~ BUESA (D.0.) - MARIS PIPER.

- CARA. ~ MONALISA. (D.0.)
- CARDINAL. - MORENE. (b.0.)

- CASPAROC. - NETTED GEM.

- CLADA. - OLALLA,

~ CLAUDIA, -~ OLINDA. (ISABEL)
- CLAUSTAR. - OSTARA.

- CLEOPATRA. ~ PALOGAN.

- COLMO. ~ PENTLAND DELL.,

- CHRISTA. - PENTLAND SQUIRE.
- DANI. (D.0.) - RADOSA.

- DESIREE. - RED CARA.

- DIAMANT. - RED CRAIG’S ROYAL.
- DIANA. (D.0.) - RED PONTIAC.

- DRAGA. ~ RENOVA,

- DUQUESA. - ROSALIE.

- EDZINA. (D.0.) - ROYAL KIDNEY.

- ETOILE DU LION. - SAHEL (D.0.)

- EUREKA. - SCALA.

- FLAMENCO. (D.0.) - SOWA.

- GIGANT, - SPUNTA.

- GRACIA. (D.0.) ~ TURIA.

- INSTITUT BEAUVAIS. - UKAMA.

- IRISH PEACE. - ULSTER SCEPTRE.
- ITURRIETA. (D.0.) ~ UP TO DATE.

- JAERLA. - VICTOR.

- KATAHDIN. ~ VULKANO. (D.0.)

- ZUBELDIA. (ALBERTA)(D.0.)

D.O,

H

Variedades protegidas con derecho de Obstentor.

I.P.

Inscripcién Provisiqna]

Tabla (2.2).~ Variedades de patata de siembra existentes en Espafa.

'Esta lista, ha sido cedida por el Instituto Nacional de Semillas vy
Plantas de vivero. (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién).
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VARIEDADES DE PATATA S CCIONADAS.

- ARRAN BANNER
~ BINTJE

~ CLAUSTAR

- DESIREE

- EDZINA

- JAERLA

- KENNEBEC

- MONALISA

- PALOGAN

- RED PONTIAC

Tabla (2.3).~ Variedades de patata de siembra selecionadas para el
trabajo.
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muestras se desecarén en estufa a 900C hasta 1a sequedad total de las
mismas.

Por diferencias de peso respecto a las muestras iniciales se
determind el porcentaje de agua contenido en cada muestra.

2.3.3.- Contenido en Fibra,

Para caicular el contenido en fibra de las muestiras, se
extrajo de cada una el aimidén que contenfan, y el residuc obtenido
fue lavado extrayendo asi posibles restos amilaceos, a continuacién se
desecd el residuo por el procedimiento descrito en el apartado
anterior, Por ditimo se determind el peso del residuo seco,
determindndose asi el contenido de fibra presente en el mismo,
considerando como tal restos de pared celular del parénguima de la
patata.

2.3.4.- Coeficiente Almidén/Agua y Almidén/Fibra.

E1 calculo de estos coeficientes tiene una gran importancia
a la hora de seleccionar entre una u otra variedad de patata. Un
elevado coeficiente almiddn/agua permite obtener un mayor rendimiento
en aimidén, de 1gual forma un elevado valor en el coeficiente
almidén/fibra presenta notables ventajas a 17a hora de reducir
considerablemente los residuos sélidos del proceso de extraccién del
atmidén.

Estos han sido entre otros los factores clave a 1a hora de
seleccionar entre una y otra de las variedades de patata ensayadas en
aste estudio.
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2.4.- PREPARACION DEL HIDROLIZADO DE ALMIDON.

2.4.1.- Extraccioén del Almidén.

La metodologia que se empled para la extraccién del almidén
fue 1a empleada en la industria durante los Ultimos afios. Badsicamente
e] método para la extraccién del almidén utilizando como sustrato la
patata es el siguiente:

METODO DE EXTRACCION

La materia prima se peld y fue intreoducida en agua fria para evitar
su ennegrecimiento (oxidacién), las patatas as{ mantenidas se railaron
hasta conseguir un tamafio de particula de unos 2 mm, Togrdndose asf 1a
ruptura de la mayor parte del parénquima tisuiar de la patata,
facilitando asi la Yiberacidén del almiddén., La pasta obtenida se frotd
sobre una malla muy fina sobre la que se hi1zo pasar una corriente de
agua fria. Con ello se arrastra el almidén que se deposita por
gravedad en o1 fondo de una cubeta situada debajo del tamiz.

De esta forma se obtiene por un lado el almidon y la fibra aparece
retenida en al tamiz.

E!l almidén asi obtenido se lava varias veces para eliminar las
posibles impurezas producidas en el proceso de extraccién. Finalmente
se decanta el almidén y se seca a temperatura ambiente; una vez seco,
el producto se muele y queda listo para ser utiltizado. En la figura 1
se muestra con detalie el esquema del proceso de extraccidn del
aimidén,

2.4.2.- Hidrélisis Aacida.

La mayor parte de las cepas de hongos filamentosos
seleccionados carecen de amilasas y en el caso de poseertas su
actividad es minoritaria, reduciendo as{ la posibilidad de utilizar el
almidén como fuente de carbono.
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De esta forma se planted la hidrdlisis previa del almiddon
para facilitar asi la asimilacidén de la fuente de carbono. Con tal fin
se emplearon el 4cido clorhidrico y el sulfirico como agentes
hidrolizantes.

METODO DE HIDROLISIS

En matraces de 250 ml. de capacidad, con 1 gramo de almidon se
aftadieron voldmenes de 5,6,7,8,9 y 10 m] respsctivamente de soTuciones
de 4cido clorhidrico o sulfirice a unas concentraciocnes finales de
0.5,1.0 6 1.5 % v/v.

Tras homogeneizar el almidon con el &cido diluido, se taparon los
matraces y se llevaron al autoclave donde fueron sometidos a un
proceso de hidrélisis en caliente, empleando temperaturas de 115 6
120°C durante intervalos de tiempo de 15 6 20 minutos.

Al concluir este tiempo, el contenido de los matraces se dejo
enfriar y su contenido fue neutralizado empleando una solucién de
hidréxido s6dico 1N,

Posteriormente se determinaron los azucares reductores iiberados en
ta hidrélisis.

2.4.2.1.- Empleo de Agentes Tensoactivos.

En los trabajos de Cazorla M. y Lopez Garcés J.J.
(1984), se introdujo el empleo de agentes tensocactivos en procesos de
hidrétisis 4cida de derivados celuldsicos, observdndose que al
incorporar estos agentes en concentraciones muy pequefias (0.001 a
0.0001 g/1.) se 1logra intensificar notablemente la accién de 1los
acidos en la hidrdlisis de estos compuestos.

E1 empleo de un agente tensoactivo en procesos de
hidrélisis se hasa en la propiedad de facilitar 1a imprednacién de los
agentes hidrolizantes (4cidos o bases) sobre el sustrato que va a ser
atacado.
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Launoit en 1964 definid esta propiedad impregnante como
la capacidad de aumentar la tensidn superficial de un 1iguido sobre un
sustrato o de su poder de penetracién en los poros de dicho sustrato.

En este estudio se empiearon dos sustancias con
caracteristicas de tensocactivo:

~ Glicerina.
- Tween 80.

Estas sustancias fueron afadidas a las soluciones de
dcido a una concentracion final de 0,001 g/,

E1 proceso seguido en la hidrolisis con tenscactivos
fue idéntico que el descrito en el apartado 2,4.2., Salvo en un punto.
Cuando se afadieron a los matraces conteniendo el almidén 1los
distintos volimenes de 4cido diluido, para facilitar 1a impregnacién,
y tras efectuar la prévia homogeneizacién del almidén v el 4cido, la
suspensién se deld reposar durante 10 minutos, efectuandose a
continuacién de forma andloga el proceso de hidrélisis y de valoracién
de los azlcares reductores presentes en el hidrolizado. En la figura
2 se muestra el proceso de hidrélisis con la adicidén de agentes
tensoactivos.

2.4.3.- Efecto de 1a concentracidén de los agentes tenspactivos en
o8l crecimiento da los hongos filamentosos,

Resultéd interesante conocer el efecto de Tos agentes
tensoactivos sobre el crecimiento de los hongos filamentosos, pues e}
ampleo de estos agentes se encuertra muy extendido en la produccidn de
celulasas ( referencla) y podrian resultar toxicos sobre las cepas
ensayadas,

A los medios de cultivo nimeros 2,3 vy 4 se les incorporaron
concentraciones crecientes de Glicerina y de Tween 80 (de 0.0001 a
0.1 g/1.). Los medios de cultivo asfi obtenidos se dispensarén en
placas de Petri estériles y posteriormente se inocularon con esporas
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procedentes de las cepas de hongos filamentosos a testar. Como control
de cracimiento fueron empleados los mismos medios de cultivo pero sin
adicionarlos tensoactivos,

Tras 48 horas de incubacitn en estufa a 280C se determiné el
crecimiento de los hongos filamentoscs sobre los distintos medios de
cultivo.

2.5.- DETERMINAC DE_AZUCARES.

Para determinar el contenido de azucares presentaes en el
hidrolizado de almidon se empliearon tres métodos de valoracidn,

2.5.1.- Valoracién da Azicares Totales.
2.5.2.- Vaioraci6n de Azlcares Reduciores.
2.5.3.—- Valoracidn Enzimdtica de Glucosa.

2.5.1.- Valoracién de Azficares Totales.

Para detsrminar la composicién cuantitativa y cualitativa de
los azlcares presentes en el hidrolizado de almiddédn se empled la
Cromatografias Liquida de Alta Resolucion (H.P.L.C.).

Para dicho andlisis se empleé un cromatdgrafo (Sugart
Analyzer I de Waters Associated Inc.) compuesto por una bomba (Mod M-
45), un refractémetro diferencial (Mod R-401), y un procesador de
datos (Mod DATO-MODULE).

Lla c¢olumna utilizada fue de tipo TRACER-AZUCARES de
intercambio iénico (300 x 7 mm) empleando agua bidestilada (Miili Q)
como eluyente.
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CONDICIONES DE CROMATOGRAFIA.

VOLUMEN DE MUESTRA 100 ui.

TIPO DE COLUMNA TRACER AZUCARES.
TEMPERATURA DE LA COLUMNA 90QC

FASE MOVIL AGUA (MILLI Q).
VELOCIDAD DE FLUJO. 0.5 ml/min.
SENSIBILIDAD DEL DETECTOR 8 x

Tabla(2.4L- Condiciones de la cromatograffia (H.P.L.C.).

2.5.2.- Determinacién de azGcares reductores.

Para la determinacién de azdcares reductores se empled el
método descrito por Nelson y Somogy en 1944.

FUNDAMENTO:

La determinacidn de azlcares reductores por este método se basa en
la capacidad reductora que posee el grupo aldehido (hemiacetal)
presente en algunos azlcares.

La determinacién requiere el uso de dos reactivos. E1 reactivo 1 o
reactivo clprico y el reactivo 2 o reactivo arsenomolibdico.

El reactivo cliprico en caliente es capaz de ser reducido por el
grupo aldehido del azlcar reductor, transformando el ion ciprico del
mismo en ion cuproso, insoluble y de color pardo. Este precipitado se
resuspende por accidén del segundo reactivo (Arsenomolibdico).

Como 1a reaccidon de reduccién es equimolecular, la cantidad de ion
cuproso presente en el medio es la misma que lta de azucar reductor,
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Reactivo 1 (Reactivo Ciprico).

Fosfato Bisédico Anhidro..... brsaranesan 28 g.
Hidréxido Sédico (1 N)........ vevernaas 100 ml,
Tartrato Sédico Potasico...... Paaeans voa 40 g,
Sulfato de Cobre......... sratrtresns e 8 g.
Sulfato Bisddico Anhidro....vvvvrerrans 180 g.

Completar con Agua Destilada Hasta... 1.000 ml.

Reactivo 2 (Reactivo Arsenomolibdico).

Molibdato Aménico Tetrahidratado......... 25 g.
Acido Sulfirico Concentrado...vevsenrevss 21 ml.
Completar con Agua Destilada Hasta.... 1.000 ml.

Arseniato Bisédico Heptahidratado ........ 3 g.
Completar con Agua Destilada Hasta ... 1.000 ml.
PROCEDIMIENTO.

Se prepard una solucién patrén de glucosa de 0.1 mg/ml. que se
dispuso en una serie de tubos en concentracion decreciente hasta 0.01
mg/ml1 en un volumen final de 1 ml.

A cada tubc se 1e afiadidé 1 ml del reactivo 1 (Reactivoe Cilprico),
agitando en un vortex.

Los tubos se taponaron y se introdujeron en un bafic de agua
hirviendo durante 10 minutos, después se enfriaron, y a cada tubo se
le afiadié 1 m) del reactivo 2 (Reactivo Arsenomolibdico), se agitéd el
contenido de los tubos y se completo su volumen hasta 25 ml con agua
destilada.

La lectura de las musstras se efectud con un espectrofotémetro
(Mod Spectronic—-20) a 520 nm. de longitud de onda, utilizando como
blanco agua destilada con reactivos.
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2.5.3.- Determinacién Enzimética de la Glucosa.

Para la determinacién del contenido en glucosa de las
muestras, se empled e test enzimdtico de la Glucesa
Oxidasa. (G.0.D.), (Boehringer Mannheim G.m.b.h. cat. nQ 15755).

FUNDAMENTO.
La base de este método consiste en la oxidacién enzimética de la
glucosa por accidén del oxigeno molecular an presencia de agua, con
produccién de 4cido gluconico y agua oxigenada.

Glucosa + Oxigeno ———————————— > Ac. Glucbnico + Agua
Oxigenada.

E1l agua oxigenada oxida a su vez enzimaticamente una sal de amonio
del A4cido 2,2'azino di 3-~eti]l benzotiazolidin suifénico (A.B.T.S5.),
que se transforma en un compliejo c¢oloreado verde azulado.

Agua Oxigenada + A.B.T.8., ~—=—=—m—wemem—e- > Colorante + Agua,

Este complejo coloreado se puede medir espectrofotométricamente a
560 nm de longitud de onda frente a blanco con agua destilada vy
reactivos.

Reactivo G.0.D.
Tampédn Fosfato...ovvivvnnnvenese 100 m mol/ml pH 7.0

PlOIDI*I.lIﬁ‘l..ll.!.'ll‘.‘ill 20'8 U/m]-
G.O.D %%, . ... i ivevnee veveseensez 10 W/ml,
A.B.T.S.*xx%,,,....... veansareraas 10 ma/ml.

* Paroxido Dismutasa.
** Glucosa Oxidasa.
*x% 2 ,2°-Diazino di 3-etil benzodiazolidin sulfato.
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PROCEDIMIENTO.

Se preparé una solucién patron de glucosa de 0.1 mg/ml que se
dispuso en una serie de tubos en concentracitén decreciente hasta 0.01
mg/ml. en un volumen final de 200 ul. A cada unc de ellos se les
anadieron 5 ml del reactivo G.0.D., se agitaron en un vortex, y se
incubaron a 379C durante 10 minutos con la precaucién de que no
incidiera sobre ellos la luz directamente.

Tras este tiempo, se determiné la densidad dptica del contenido de

cada tubo a 560 nm de longitud de onda frente a un blanco de agua
destilada con reactivos.

2.6.— DETERMINACION DE PROTEINAS.

Para determinar la cantidad de proteinas presentes en los médios de
cultivo se utilizd 1a técnica descrita por Lowry en 1951,

Reactivo 1
Carbonato S6dico anhidro ...... viasrees 2 @
Hidroxido S6dico 0.t M tovivevnneersn 100 ml
Reactivo 2
Sulfato de Cobre pentahidratado ....... 249
Agua Destilada .....vivvvrsrrrnannnns 100 ml.
Reactijvo 3
Tartrato S6dico~Pot4sico vvvvivrrrerrans 29

Agua Destilada ....... Cernterar e arres 100 ml
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Reactivo 4

50 m1 de ractivo 1 + 1 mi de 1a mezcla (Reactivo 2 + Reactivo
3) en una relacién 1:1.

Reactivo 5
Reactivo de Felin-Ciocalteau dijuido 1:2
PROCEDIMIENTO.

Se prepara una solucién de seroalbimina a una concentracion final
de 1 mg/ml en agua destilada hasta un volumen final de 1 ml, de ella
se realiza un banco de diluccidnes hasta una concentracidn de 0.1
mg/m1 en un volumen final de 1 ml. A cada tubo se le afiaden 5 ml del
reactivo 4 y se incuba a 30QC durante 15 minutos.

Transcurrido este tiempo se afiade a cada tubo 0.5 del reactivo §
(Reactivo de Folin~Ciccalteau), se agitan los tubos v se dejan reposar
durante 30 minutos. Tras este tiempo se determina el contanido en
proteinas de cada tubo midiendo su absorbancia a 500 nm de iongitud de
onda frente a un blanco que contiene agua destilada y los reactivos.

2.7.~ MEDIOS DE CULTIVO CON HIDROLIZADO DE ALMIDON.

Como compuesto base para las experiencias se utilizé hidrolizado de
almidén de patata como fuente de carbono de los medios de cultivo. A
continuacion se describe la composicion de los distintos medios de
cultivo empleados en el trabajo.

Madic 1.— Hidrolizado de almidén.

Hidrolizado de atmidén ....ovvevvene N - TA R
Agua Destilada {C.5.P.) cvvvennuins 1.000 ml
pH final 5.5
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Medio 2.- Hidrolizado/Sales.

Hidrolizado de AIlmidén ........ Ceereane 6 g/1.
Nitrato AmONICO ..ohevivernnnnnsennvsns 1 d.
Fosfato Bipotdsico ........... Ceerraaa 1 4.
Sulfato Magnésico Heptahidratado ...... 0.5 g.
Agua Destilada (c.s.p.) ..... ey 1.000 ml,

pH final 5.5

Medio 3.- Hidrolizado/Sales/Peptona.

Hidrolizado de Almidén ............... 6 g/1.
Nitrato AMBnNico ..... . vicvnvnnsennesnss 1 9.
Fosfato Bipotdsico «.vevusruss Peseanan 1 9.
Sulfato Magnésico Heptahidratado ..... 0.5 g.
Neopeptona Difco ............... A 2.5 4.
Agua Destilada (c.s.p.) .cvevveneans 1.000 mi

pH final 5.5

Medio 4.- Hidrolizado/Peptona.

Hidrolizado de aimidén .............. . 6 g/1.
Neopeptona Difco .....vvevvinervennans 2.5 g.
Agua Destitada (c.s.p.)} .vvcvnivun.. 1.000 ml.

pH final 5.5

Medio 5.- Hidrolizado/Salsas/Aminodcidos.

Hidrolizado de Almidén ........ceusn .. 6 9/,
Nitrato Aménico .......... Fararan veree 1.9,
Fosfato Bipotédsico ........ N - B
Sulfato Magnésico Heptahidratado ..... 0.5 g.
Complejo de Aminodcidos ......... veves 2.5 Q.
Agua destilada {(¢.s.p.} .icccuvunn.. 1,000 ml.

pH final 5.5
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Medio 6.— Hidrolizado/Aminodcidos.

Hidrolizado de Almidén ............... 6 g/1.
Complejo de Aminodcidos .......... vees 2.5 0.
Agua Dastilada (C.S.:P.) tvrevrnunnnns 1.000 mi.

pH final 5.5

Medio 7.- 2 x Hidrolizado/Sales.

Hidrolizado de Almidén ............... 12 g/1.
Nitrato Aménico .......civvieucnian. e 19
Fosfato Bipotdsico ....vvvevnninnnns o 1 9.
Sulfato Magnésico Heptahidratado ...... 0.5 g,
Agua Destilada (¢.s.P.) .vvverviurenns 1.000 m1.

pH final 5.5

Medio 8.— 2 x Hidrolizado/Sales/Peptona.

Hidrolizado de Almidén ...... baraanaes 12 g/1.
Nitrato Ambnico ..........c.vvvennnns 1 9.
Fosfato Bipotdsico ...... Cessraveraan 1 4g.
Sulfato Magnésico Heptahidratado ...... 0.5 g.
Neopeptona Difco ......cuvunnn Chereaaes 2.5 g.
Agua Destilada (C.S.P.) vevvnvunnnenn 1.000 mi.

pH final 5.5

Madio 9.- 2 x Hidrolizado/Peptona.

Hidrolizado de Almiddn ........... vees 12 g/,
Neopeptona Difco .......... e eraaaaas 2.5 4.
Agua Dest1lada (C.S5.P.) ..vvvvvrearen 1.000 ml.

pH final 5.5
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Medio 10.~ Hidrolizado/5 x Fosfato.

Hidrolizado de Almidén ........... e 6 9/,
Nitrato Aménico .......ccvveeennnriuns 1 4.
Fosfato Bipotdsico ....vivvvvunennns o 5 9.
Sulfato Magnésico Heptahidratado ..... 0.5 g.
Neopeptona Difco .. vvvvverininanns, . 2.5 9.
Agua Dastilada (C.S.P.) tvevuenvnnns 1.000 ml.
pH final 5.5

Medio 11.- Hidrolizado/2.5 x Nitrato Amdnico.

Hidrolizado de Almidén ...vovivvevnens 6 g/1.
Nitrato Aménico ......... teeraen vevses 2.5 0.
Fosfato Bipotdsico ..... hereaserrnunan 1 g.
Sulfato Magnésico Heptahidratado ..... 0.5 g.
Agua Destilada (C.5.P.) vevivvnrnens 1.000 ml,

pH final 5.5

En la Tabla 2.5, se 1Indica la composicién del complejo de
aminodcidos utilizado.

2.8.~ MEDIOS DE CULTIVO CON CELULOSA Y DERIVADOS.

Medio 12.- Avicel/Sales.

Avicel ...... Cieraseasanae tewaan vesens 2.5 9.
Nitrato Ambnico .....veiviveervnrnnnnans 1 9.
Fosfato BIpotasico ...vvvvverinnnvncnnes 1 o,
Sulfato Magndsico Heptahidratado ...... 0.5 g.
Agua Destilada (¢.s.P.} .v.uvvuvennns 1.000 ml.

pH final 5.5
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COMPOSICION DE LA MEZCLA DE AMINCACIDOS

_1

AMINOACIDO 4 AMINOACIDO 4

L~ALANINA 8.12 L-ISOLEUCINA 1.32
L-ARGININA 3.96 L-LEUCINA 3.02
L~ASPARAGINA 6.23 L-LISINA 3.87
L-CISTEINA 0.09 L-METIONINA 0.94
L-FENILALANINA 2.07 L-PROLINA 16.99
L-GLICOCOLA 23.60 L-SERINA 0.37
L-GLUTAMICO 10.76 L-TRIPTOFANO 0.47
L-HIDROXIPROLINA 13. 31 L-TIROSINA 1.79
L-HISTIDINA 0.75 L-VALINA 2.26

Tabla (2.5).- Composicién cuantitativa del complejo de aminodcidos

1ibres.
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Medio 13.- Avicel/Sales/Peptona,

Avicel ... i.iiiiiiiena, terrarrrrevans 2.5 9.
Nitrato Aménico ......vvvviniinnnnns, e 1og

Fosfato Bipotédsico ...... S heranneeen el 2.5 g,
Sulfato Magnésico Heptahidratado ...... 0.5 g.
Neopsptona Difco ........ Cerrsiearenens 2.5 g.

Agua Destilada (C.S.P.) +vvvvunvvvaes. 1,000 ml.
pH final 5.5

Medio 14.~ Avicel/Peptona.

Avicel ... ivvrrcannnrn frr e nees 2.5 Q.
Neopeptona Difco ...viivvvinanerreres. 2.5 9.
Agua Destilada (c.8.P.) .evvevuurnn. 1.000 ml,

pH final 5.5

Medio 15.~ Papel/Sales.

Papel de Filtro (Disco) ....viiavnnnsn 0.5 g¢.
Nitrato AmONICO ....ivvunrrinnnnrnenss 1 g.
Fosfato Bipotdsico ........ ... veeesss 1 G
Sulfato Magnésico Heptahidratado ..... 0.5 g.
Agua Destilada (C.S.P.) vevvivnnann. 1.000 ml.

pH final 5.5

Medio 16.- Papel/Sales/Peptona.

Papel de Filtro (Disco) ......... cies. 0.5 g,
Nitrato Amonico ......covvvivnnvnnrans 1 4.
Fosfato Bipotdsico .....vvivvivnnennn, 1 g.
Sulfato Magnésico Heptahidratado ..... 0.5 g.
Neopeptona Difco ....vvvvevnnrnnnannss 2.5 g.
Agua Dastilada (C.S.P.) vveevnnenn 1.000 m1.

pH final 5.5
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Medio 17.- Papel/Peptona.

Papal de Filtro (DiSCO) .vvvervevrenss 0.5 g.
Neopeptona Difco ........ Chserarenne . 2.5 9.
Agua Destilada (C.S.P.) tvvvernnenrs 1.000 mi.

pH final 5.5

Medio 18.- Carboximetilceluloga/Sales.

Carboximetilcelulosa (C.M.C.) .......v.... 2.5 4.
Nitrato Aménico ........cciviiiiiiiievnnns 1 9.
Fosfato Bipotdsico ... iiirienrvernnnnnns 1 g.
Sulfato Magnésico Heptahidratado ......... 0.5 g.
Agua Destilada (C.S.P¢) .sveverinnvvinan 1.000 ml.

pH final 5.5

Medio 19.- Carboximetilcelulosa/Sales/Peptona,

Carboximetilcelulosa (C.M.C.) ...... sanran 2.5 9.
Nitrato AmOnico ......coivaveneannnnrannns 1 g.
Fosfato Bipotdsico ....vivvinnvvneannonnnns 1 9.
Sulfato Magnésico Heptahidratado ......... 0.5 g.
Neopeptona Difco ....... WaEsaser e veer e 2.5 4.
Agua Destilada (C.S.P.) .vsvnrnnronrsron 1.000 ml.

pH final 5.5

Medio 20.- Carboximetilcelulosa/Peptona.

Carboximetilcelulosa (C.M.C.) ...... P .. 2.5 9.
Neopeptona DIifco ....ivvvr v ecnecnrnrreansns 2.5 g.
Agua Destilada (C.S.P) viveeerennrennerss 1.000 mml,

pH final 5.5
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Medio 21.- Celobiosa/Sales/Peptona.

Calobiosa ....iovireinnenrnennnnraes ceraas 2.5 g.
Nitrato Aménico ............ rerranas R I
Fosfato Bipotdsico ......vevuuun. vessvaess 1.9
Suifato Magnésico Heptahidratado ......... 0.5 g.
Neopeptona Difco ...........c.ntte berraaas 2.5 g.
Agua Destilada (C.S.P.) ..vvirvvvvnnn eres 1,000 ml,

pH final 4.0

Medio 22.- Glucosa/Sales/Peptona.

GIUCOSA ..vvvurnvnnranassonasas vesaaneass 225 8
Nitrato Amonico .......vvvvevns B I B
Fosfato Bipotdsico .....vevuvvuns I -
Sulfato Magnésico Heptahidratado ....... 0.5 g.
Neopeptona Difco ..v.viiverarncnnen veves 2.5 g0
Agua Destilada (C.5.P.) tvevurenrran ,. 1.000 ml,

pH final 4.0

Medio 23.- Paja/Sales/Peptona,

Paja de Cebada ........... Cerervreraaes 2.5 g.
Nitrato AmoNico ......viuvevenusns s 1.4,
Fosfato Bipotdsico ......... Certieraeas 1 4.
sulfato Magnésico Heptahidratado ...... 0.5 g.
Neopeptona Difco ........vcoveeuenes vess 2.5 9.

Agua Destilada (C.5.P.) teevrvvrrsas. 1.000 mi.
pH final 4.0



86

Medio 24.- Papel Cardado/Sales,

Papel de Filtro Cardado .......covvev.s 2.5 9.

Nitrato Amonico .......... thresevanvane 1 g,
Fosfato Bipotdsico ....veuvvivnieneeaas 1 6.
Suilfato Magnésico Heptahidratado ...... 0.5 g.
Agua Destilada (C.S.P.) cvivevrvnnnss 1.000 ml.
pH final 4.0

Medio 25.- Papel Cardado/Peptona.

Papel de Filtro Cardado ..........vv..0 2.5 4.

Neopeptona DifCo ....cvveinnnnnnrinnes . 2.6 g.
Agua Destilada (¢.s.p.) ..ievvee veae. 1.000 ml,
pH final 4.0

2.9.— PREPARACION DE INOCULOS,

Uno de los principales problemas que plantea la experimentacién con
hongos filamentosos es el manejo de sus formas vegetativas (hifas).

Estas son susceptibles de fragmentarse, resultando de cada
fragmento una unidad formadora de colonias., Asi mismeo, las hifas
pueden asociarse entre si formando estructuras macroscépicas
denominadas Micelio. La cuantificacién de hifas y micelio resulta
complieja, sobre todo a 1a hora de 1a elaboracidn de inéculos. Por esta
razén, y para facilitar a1 manejo y cuantificacién, la mayor parte de
lTos inéculos desarroliados en este trabajo fueron elaborados a partir
de suspensiones de esporas,

2.9.1.- Recuento de Esporas y Rectag de Calibrado.

Para efectuar el recuento de las esporas de 1os hongos
filamentosos se partid de placas de Petri conteniendo Agar Patata
Dextrosa, sobre las que se inocularon los distintos hongos
filamentosos a ensayar.
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Tras siete dias de incubacion en estufa de cultivo a 289C, se
obtuvo un césped de esporas homogéneo. Estas esporas fueron
resuspendidas en 50 ml1 de suero salino estéril (Cloruro Sé6dico en agua
destilada al 0.9%). A partir de estas suspensiones madre, se
efectuaron sucesivas diluciones, con una micropipeta se tomaron
100 u1. de estas suspensiones de esporas y se depositaron para su
recuento en una C&mara Cuenta Glébulos de Thoma, de 0.100 mm de
altura, con un &rea de cuadricula de 1/400 mm?,

Por otro lado se determinaron las densidades Opticas de las
diluciones por turbidimetria.

Este método se basa en que una suspensién de microorganismos
al ser atravesada por un rayo de luz, proveca una cierta dispersién,
de la misma forma que 1la intensidad 1lumfnica recibida por el
fotoraceptor después de atravesar la suspensién es inferior a la del
foco emisor.

Cuando las suspensiones astén tan diluidas que los centros de
dispersidn son bdsicamsnte independientes, la intensidad inicial y la
recibida estdn relacionadas por la ecuacién de Lambert Beer.

I=1I,.ae™%] (Ec. 2.1)

Siendo I: La intensidad recibida,
I,: La intensidad iniciai.
k: La turbidez del medio.
1: Et paso 6ptico de la cubeta.
En suspensiones diluidas la turbidez es proporcional al
~ humero de partfculas C.
K=K.C (Ec. 2.2)

Siendo K'un coeficiente de turbidez. Asf en el caso de la Ec, 2.1
esta se transforma en:

I=1,.e"ecl (Ec. 2.3)

log Io/I = -K’, C , 1/2.303 (Ec. 2.4)
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log I,/I = (-K’. 1/2.303), C (E¢c. 2.5) a= (-K’. 1/2.303).C
log I./I =a. C (Ec. 2.7) (Ec. 2.6)
log I,/1 = D.0. (Ec. 2.8)
D.O. =a . C

Las distintas densidades d&pticas de 1las suspensiones de
esporas fueron medidas con respacto a un blanco de suero saline
estéril a una longitud de onda de 500 nm.

Los datos obtenidos fueron ajustados a través del méatodo de
Tos Minimos Cuadrados, obteniendo asi una recta de regresién para
determinar el numero de esporas de cada cepa de hongo filamentoso.

2.9.2.- Preparacién de In6culos a partir de suspensiones de
de Esporas.

Partiendo de un cultivo de siete dfas de una cepa de hongo
filamentoso, crecido en Agar Patata Dextrosa, se obtuvo una suspensién
concentrada de esporas afiadiendo 50 ml. de suero salino sobre cada
placa.

La suspension madre asfi obtenida, se diluyé hasta alcanzar
una densidad éptica de 0.522 a 500 nm, equivalente a una concentracién
de 7 x 10° esporas por mililitro. Obteniéndose asf la suspensién de
esporas empleada para la jnoculacidén de los medios de cultivo.

Tanto para 1la elaboracién de preindculos para fermentador
como para las experiencias de cultivo en batch en matraz,

Se empled un volumen de indcuilo del 10% respecto al volumen
final del medioc de cultivo.
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2.10.- MEDIDAS DE CRECIMIENTO.

2.10.1.- Cdlculo de la Tasa Especifica de Crecimiento (u}.

Cuando se inocula una suspension de microorganismos en un
medio de cultivo, tras una fase de adaptacién del microorganismo ail
nuevo medio, de duracién variable {(Fase de lLatencia), e
microorganismo comienza a crecer, este crecimiento puede describirse
a través de una ecuacion.

dx/dt= p.X ; o= (dx/dt). (1/X). (Ec. 2.9)

Donde dx/dt: Es la tasa de crecimiento expresada en unidades de
biomasa por unidad de tiempo.
X: Es la densidad poblacional instantédnea expresada en
unidades de biomasa.
y: Es una constante de proporcionalidad expresada en
h™'.

Al principic del crecimiento Y no es constante y aumenta
progresivamente (Fase de Aceleracién). Cuando el valor de U permanece
constante a lo large del tiempo, se dice que el crecimiento estéd en
fase exponencial. Ello se debe a que si se integra 1a Ecuacion 2.9, se
obtiene:

X = X, . et (Ec. 2.10)
Donde X: Es la cantidad de biomasa en un momento dado, expresada en
unidades de biomasa.
Xo: Es la cantidad de biomasa inicial, expresada en unidades
de biomasa.
t: E1 tiempo transcurrido, expresado en horas.

Tomando Jogaritmos en la Ecuacién 2.10

ln X =Lln X, +p.t (Ec. 2.11)
H=(ln X -Ln X,)/t (Ec. 2.12)
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H: es la Tasa Especifica de crecimiento, y pusde calcularse
experimentaimente a partir de la Ecuacién 2.10

De esta forma, si se determinada Jos valores de X y de t,
durante un cierto intervalo de tiempo, y se representa X (en g/1)
frente a t (en horas) en unos ejes de coordenadas, es posible ajustar
por un andlisis de regresidén exponencial los puntos resultantes a una
recta, cuya pendiente es el valor de W expresado en h™'.

2.10.2.~ Determinacion de los Factores de Rendimiento.

En un cultivo microbiano, la tasa de creacimiento es funcién
de la tasa de consumo del sustrato limitante. dS/dt, y se expresa
mediante la sigutiente ecuacién:

dx/dt = -¥ ds/dt  (Ec. 2.13)

x/s *
En la que Y,,, es el factor de rendimiento con respecto al
sustrate limitante, expresado en unidades de biomasa producidas por
unidad de sustrato consumido. En algunos casos las unidades de
sustrato se expresan en moles, en cuyo caso se obtiene el rendimiento
molar. ET cdlculo de este factor puede ser obtenido de dos formas.

2.10.2.1.- 8 aci C S at

Una de las formas de determinar el factor de
rendimiento VY, ,, consiste en dejar que sea consumido todo el sustrato
limitante vy determinar entonces Ta biomasa producida. Este
procedimiento presenta el inconveniente de no distinguir entre los
distintos factores de crecimiento.

81 se tiene en cuenta que la fase de mayor produccién
de biomasa es la exponencial, es por tanto la fase de mayor consume de
sustrato. Asi pues, tanto en Ta fase de desaceleracidn como en la de
latencia, los valores de Y,,. obtenidos hacen descender el valor de

Y de la fase exponencial.

x/8?
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Con este procedimiento para el cédlculo del factor de
rendimiento, se tiene 1la ventaja de no tener que determinar
experimentaimente el consumo de sustrato mas que al final del proceso
para asegurarse de que no gueda nada de sustrato.

Para determinar experimentalmente el valor de Y, ., se
partid de matraces de 250 m1; conteniendo 135 mi. del medio de gultivo
n2 3, ajustando el valor del pH a 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 y 4.,5.

Los matraces fueron inoculados con una suspension de
esporas y mantenidos en agitacién orbital como se describe en el
apartado (2.11.1.) durante 48 horas. Al final de este perijodo, se
extrajeron 5 ml. de muestra de cada matraz, determindndose a
continuacién el contenido en azucares reductores por en método de
Nelson y Somogy. (Apartado 2.5.2.), comprobdndose Ta ausencia de los
mismos,

Se extrajo el contenido de los matraces, y se efectud
la determinacidn de la biomasa presente en cada uno de ellos.

2.10.2.2.- Determinacién en Intervalos.

Cuando se empliea este método para determinar Y hay

X/
gue valorar el consumo de sustrato, asf como 1a produccién de biomasa

durante cierto intervalo de tiempo. Asi pues:

Y = (Xg ~ X)/ (84 - 8,) (Ec. 2,14)
Para un intervalo &t= t, - t_
Para determinar experimentalmente estos valorses, se
empled un fermentador New Brunswick, Bioflo. (Mod C-30), de 1.500 ml.
de capacidad Util, en el gue se cultivd a 7. reesei OM 9414. En las
condiciones en las que de describen en el apartado (2.11.2.). Cada
dos horas se extrajeron muestras dde 20 ml. Determindndose en las
mismas, Biomasa (Por peso seco), Azicares reductores y la evolucidn de
los valores de pH a lo Jargo del proceso.
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E1 uso de este método para determinar Y se debe a

x/8*
que la formacidn de pellets por parte del micelio no es homogénea, y
por tanto si la toma de muestras no se efectGa con una agitacidn

homogénea, los rasultados obtenidos no son reproducibles.

2.10.3.- Determinacibén de Tasas Especificas de Consumo de Sustrato.
2.10.3.1.- Determinacién de (q).

La Ecuacién 2.15, determina la velocidad de crecimiento
de una poblaciébn en funcion de 1a velocidad de consumo de un sustrato
que actuia como factor Timitante. Si se dividen los dos mismbros de
esta ecuacién por X:(La Densidad de Poblaciébn Instantdnea), se
obtiene:

(dx/dt) . (1/X) = =¥, . (d8/dt).(1/X) (Ec. 2.15)

Donde el primer miembro es por definicién (Ecuacién
2.15) la tasa especifica de crecimiento (4); y - dsS/dt .1/X se define
como la Tasa Especifica de Consumo de Sustrato (q), asi la ecuacién
2.15 queda transformada en :
=Yy, .q (Ec. 2.16)
Q: La tasa especifica de consumo de sustratc se expresa en
unidades de biomasa producida por unidad de sustrato
consumido por hora.

Experimentalmente q se calculd a partir del cociente
H/Y,,q- Para cada intervalo de tiempo &t= t, - t,.

2.10.3.2.~ INFLUENCIA DEL pH.

E1 consumo de oxijgeno en la fase exponencial de
crecimiento de 7. reesei QM 9414, fue determinadoe con un Aparato de
Warburg (B. Braun Melsugen A.G.).

Para ello, se extrajeron una serie de 5 muestras de 10
ml. cada una de un cultivo da fermentador de 10 horas. Las musstras
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fueron centrifugadas a 3.000 r.p.m., durante 5 minutos, vy
posteriormente lavadas, con suero salino, dos veces.

E1 micelio fue resuspendido en 5 ml. de Tampén acetato
a pH 2.5, 3.0, 3.5, 4,0 ¥ 4.5 respectivamente, de ah{f se extrajeron
2ml, de Ta suspensidn de micelio , que fue depositada por serie doble
en los matraces del Respirdmetro de Warburg con una capacidad de
13.00 mT cada uno. A una serie no se la afadié Hidréxido Potdsico vy a
otra si, para absorber el CO, liberado en cada matraz producido por la
respiracién del hongo filamentoso.

Andlogamente, se prepard un matraz con 2.5 mt. de agua
destilada para comprobar las vartaciones de presidén de la columna
manométrica debidas a las variaciones de temperatura y a la agitacién
{Termobarémetro),

Tras atemperar los matraces a 289C durante 10 minutos,
a cada matraz se le afadieron 0.5 ml. de una solucidn de glucosa a una
concentracién de 6 g/1. En este punto, y tras ajustar los mandmetros
a 150 mm. Se procedid a medir cada 30 minutos la variacién de la
presién producida por el consumo de oxigeno. Finalizado el proceso, se
calculé la biomasa contenida en cada matraz.

Es posible calcular la velocidad de consumo de oxfgeno
representando gréficamente la cantidad de oxfgeno consumida (en
ordenadas) frente al tiempo en el que tiene lugar este consumo
(abscisas). Las pendientes de 1a rectas que se obtienen ajustando
estos puntos experimentalespor el método de los Minimos Cuadrados, es
la velocidad de consumo de oxigeno para cada valor de pH expresada en
mMoles/hora.

Para poder hacer comparaciones, se calculd la tasa especifica
de consumo de oxfgeno (q0, . (Tasas Especificas de Consumo de
Oxfgeno para cada valor de pH). Esta tasa se calculé dividiendo la
velocidad de consumo de oxigeno para cada valor de pH entre la biomasa
presente en cada frasco.
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2.11.- TIPOS CULTIVO,

2.11.1.~ Crecimiento Cultivo Cerrado con Agitacién

Matraces de 250 ml. de capacidad, se llenaron con 135 ml. de
los distintos medios de cultivo, dichos medios de cultivo fueron
esterilizados en un autoclave (Selecta. Mod Autester-G) a 120QC
durante 15 minutos.

Una vez frios, fusron inoculados con 15 ml. de una suspensiodn
de esporas de una densidad de 7 x 10% esp./m]l.

Los matraces fueron sometidos a agitacién en un agitador
orbital (Gallenkamp) a 250 r.p.m. durante un periodo de 48 horas.

En este pericdo de tiempo, se extrajeron muestras de 5 mi.
cada cuatro horas para determinar la evolucidn de los valores de pH,
el consumo de azicares reductores y la evolucitn del consumo de
peptona.

Los ensayos se efectuaron por serie doble con un desfase en
Ta inocutacidén de 12 horas para salvar asi las extraccionas de
muestras en la noche.

2.11.2.- Crecimientc en Fermentador en Cuitivo Cerrado.

Para efectuar sstos ensayos se empled un fermentador Bioflo,
Modelo C 30 de New Brunswick, de 1500 m] de capacidad util,

E1 fermentador se l1lendé con 1.350 mi de medic de medio de
cultivo estéril. Como indculo se emplearon 150 ml. de una suspensién
de micelio con una biomasa de 3.5 g/1. Crecida como se describe en el
apartado (2.11,1.).

Se procedid al estudio del crecimiento de 7. reesei QM 94714,
empleando los madios de cultivo n2@ 3, 10, 11, bajo distintas
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condiciones de agitacidn., 300, 500 y 700 r.p.m. con una aireactén de
1 1itro de aire/1itro de medio de cultivo/minuto, a una temperatura de
280C durante 24 horas.

Como agente antiespumante se afadieron 200 pl. de Silicex
G-500.

Con estas condiciones se tomaron muestras cada 2 horas para
determinar, biomasa, consumo da azlcares reductores y la evolucidn de
Tos valores de pH.

2.12.— MODELOS DE CRECIMIENTO.

Para determinar la forma en que crece 7. reesei QM 9414, se
utilizaron dos modelos matemdticos que describen el comportamiento
microbiano en el crecimiento. E1 primero es el Modelo de Crecimiento
Exponencial descrito por Monod en 1942,

Este es al modelc matemdtico que siguen la mayor parte de los
microorganismos unicelulares: Bacterias, Protozoos y Levaduras.

El segundo modelo (En Rafz Cdbica), mas restringido, fue descrito
por Pirt en 1966, fue disefiado para explicar el comportamiento de los
Actinomicetos y los Hongos Filamentosos que no seguian exactamente el
modelo anteriormente expuesto.

Para poder aplicar los modelos de crecimiento, Exponencial y en
Rafz Cubica al crecimiento de 7. reesei QM 9474, se cuitivé ei hongo
filamentoso en fermentador como se describe en el apartado (2.,11.2.).

Cada 2 horas, durante un periodo de veinticuatro, se tomaron
muestras de 20 ml. para determinar la biomasa producida en el tiempo.

Una vez conocida la biomasa producida, se representé el logaritmo
Neperiano de la misma frente al tiempo, vy, andlogamente ta Rafz cibica
de la biomasa frente al tiempo en que se produce. Los puntos obtenidos
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en cada caso, fueron ajustados por el método de los Minimos Cuadrados,
obteniéndose las respectivas rectas de regresién con sus coeficientes
de correlacién,

2.13.—- DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

Para realizar la determinacién de 1las distintas actividades
enzimaticas del complejo celulolitico, se partid de un extracto crudo
que se obtuvo centrifugande a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos 1los
distintos medios de cultivo para la induccién de las citadas enzimas.

2.13.1.- Actijvidad Endog
Ec. 3.2.1

lucanasa, (|

Para la determinacién de esta actividad enzimética, se partid
de una atfcuota de 200 ul, del sobrenadante a valorar, que se
resuspendié en 0.8 ml. de Tampdn acetato 0.1 M. pH 4.8, Dicha muestra
fue atemperada durante diez minutos a 502C, transcurridos los cuales
se afiad16 1 ml de carboximetilcelulosa (Sigma) al 1% en Tampdn acetato
0.1 M. pH 4.8.

La mezcla se incubbd a 50QC durante 60 minutos, transcurrido
ese tiempo, se determinaron los azicares reductores Iliberados
utilizando el metodo de Nelson y Somogy (1944), que se describe en el
apartado (2.5.2.).

2.13.2.- Actividad Avicelasa. (Exo B 1-4 Glucan hidrolasa).
(Ec. 3.2.1.91).

Para la determinacidén de esta actividad enzimdtica, se partio
de una alicuota de 200 ut. del sobrenadante a valorar, que se
resuspsndidé en 0.8 ml. de Tampdn acetato 0.1 M. pH 4.8. Dicha musestra
fue atemperada durante 10 minutos a 509C, transcurridos los cuales se
afiadid 1 ml de una suspensidn de Avicel an Tampdn acetato 0.1 M. pH
4.8.
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La mezcla se incubd a 502C durante 60 minutos con agitacidn
mecénica, transcurrido este tiempo, se determinaron los azlcares
reductores liberados, utilizando el método de Nelson y Somogy (1944),
que se describe en el apartado (2.3.5.2.).

2.13.3.- Actividad de Papel de Filtro (F.P.A.)}.(Ec. 3.2.1.).

Para la determinacidn de esta actividad enzimdtica, se partié
de una alijcuota de 200 ul. del sobrenadante a valcrar, que se
resuspendi6é en 1.8 mi. de Tampén acetato 0.1 M, pH 4.8. Dicha muestra
fue atemperada durante 10 minutos a 50QC, transcurridos los cuales,
se afiadié una tira de 50 mg. de papel de filtro Watman 3.

La mezcla se incubd a 500C durante 60 minutos, transcurrida
ese tiempo, se determinaron Jos azlcares reductores liberados
utilizando el método de Nelson y Somogy (1944), que se describe en el
apartado (2.5.2.).

2.13.4.- Actividad B-Glucosidasa. (Ec. 3.2.1.21.).

FUNDAMENTO.

E1 fundamento de esta determinacién se basa en la capacidad
de reconocimiento de un enzima (7a B-Glucosidasa) por un sustrato
sintético (el P-Nitrofenil f-D Glucopirandsido) (P.N.P.G.).

E1 P.N.P.G. posee una estructura y un anlace intramolecular
similar al enlace B-D glicosidico de su sustrato natural: la celobiosa
(4-0-B-D Glucopiranosil-D~a Glucopiranosa).

La B-Glucosidasa ataca al P.N.P.G, hidrolizdndolo, liberando
Glucosa + P-Nitrofenol.

E1 P-Nitrofenol, es uha sustancia de color amarillo gue puede
determinarse espectrofotométricamente a una longitud de onda de
410 nm,
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METODO.

A partir de una solucidn patron de P-Nitrofenol a una concentracién
de 100 uM, Se preparé una bacteria de tubos con una concentracién
decreciente de P-Nitrofenol hasta 10 uM, hasta un volumen de 200 ul.
en Tampén acetato 0.1 M. pH 4.8.

La mezcla se incubd a 500C durante 30 minutos para descartar la
posible hidrélisis esponténea del P-Nitrofenol en estas condiciones.

Transcurrido este tiempo, y para detener la reaccidén, se afiadieron
4 ml. de una solucién de carbonato sédico al 2% en agua destilada.
Después, se determiné 1a densidad Optica de las muestras a 410 nm., de
longitud de onda frente a un blanco de agua destilada conh reactivos.

DETERMINACION.

Para la determinacidén de esta actividad, se empled una
modificacidén de la técnica de Bergehm y Pettaersson 1974,

Se tomd una ailfcuota de 200 ul. del sobrenadante a valorar,que fue
diluido en 0.8 m1. de P.N.P.G. al 0.5% en Tampén acetato 0.1 M, pH
4.8.

La mezcla se traté como se ha descrito anteriormente, determinando
su densidad déptica a 410 nm. frente a un blanco con agua destilada y
reactivos.

2.13.5.- Definicidén de las Unidades de Actividad Enzimédtica.

T i

2.13.5.1.~ Actividad Endoglucanasa, Exoglucanasa (Avicelasa)
y Actividad de Papel de Filtro.

Se define la Unidad de Actividad Enzimatica (U.A.E.
Para la actividad Endoglucanasa y Exogiucanasa y F.P.A, para la
actividad de Papel de Filtro), como la cantidad de enzima gue es capaz
de 1iberar 1 umol. de azlcares raductores por mililitro de
sobrenadante y por minuto.
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2.13.5.2.- Actividad 8-Glucosidasa.

Se define 1a Unidad de Actividad Enzimdtica (U.A.E.),
como ta cantidad de enzima que es capaz de liberar 1 umol, de
P-Nitrofenol por mililitro de sobrenadante y por minuto.

2.14.~ INDUCCION ENZIMATICA.

Para lograr la induccién del complejo celulolitico es necesaria la
presencia de dos factores:

- Ausencia de Represién Catabdlica del complejo enzimético
(por ausencia de represores an el medio).
- Presencia de Inductores.

Una vez alcanzado el primer punto, con el consumo de toda la
glucosa presente en los medios de cultivo, se planted el sagundo.

Con tal fin, se utilizaron dos productos e bajo coste econdmico,
capaces de servir como inductores de la sintesis de las enzimas del
complejo celulolitico. Estas sustancias son:

- Avicel. (Celulosa microcristalina de 40 um. de tamafo de
particula).
~ Papel de Filtro Watman 3.

Estas sustancias se adicionaron tras 48 horas de crecimiento a los
matraces conteniendo medios de cultivo con hidrolizado de almiddn como
fuenta de carbono.

La concentracién de la celulosa emplieada en cada uno de los ensayos
es de 2.5 g/1. Ajustando posteriormente los valores de pH mediante la
adicion de Hidréxido sédico o Acide Clorhidrico 1 N.
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2.14.1.- Pretratamiento Fisico del Papel de Filtro,

E1 papel de filtro es un producto 1lignocelulésice que se
caracteriza por su dificultad para ser atacado por parte de los
microorganismos celuloliticos, en parte por su compactacién y por
tanto la dif{cil expesiciédn de las fibras del mismo con el medio, v
por otro lade por su estructura netamente cristalina.

Por esta razén, y para facilitar su degradacién, se efectuéd
un tratamiento fisico socbre el inductor, previo a la exposicidén al
microorganismo.

Este tratamiento consiste basicamente en la disgregacién de
las fibras del papel, faciltitando de esta forma el ataque enzimitico
por parte del microorganismo.

METODO.

Se partié de papel de filtro Watman 3, que se partié en trozos,
que fueron hervidos en un bafo de agua durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo, y con ayuda de una batidora, se trituré el
papel de filtro hasta obtener una pasta homogénea. Esta pasta se
filtré a vacio, eliminando asi una gran parte del agua retenida; A
continuacién, se procedid al secado de T1a pasta de papsi emplseando un
horno Pasteur a 80QC durante 24 horas, al cabo de este tiempo, la
pasta de papel seca se sometid a trituracidén durante 2 minutos, al
cabo de este tiempo, 1a pasta de papel se tansforma en una estructura
de aspecto algodonocso con las fibras totalmente disgregadas.

2.14.2.- Pretratamiento Quimico.

Con el pretratamiento quimico de los sustratos se pretendid
transformar 1a estructura cristalina de la celulosa, de dificil acceso
por parte de los microorganismos en una estructura amorfa, mucho mas
facilmente atacable.
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Con tal fin se utilizé una modificacién del pretratamiento
guimico descrito por Acebal y Castillon en 1986.

METODO.

Este método consiste bdsicamente en un ataque guimico al sustrato
por la accién de una solucidén de hidréxido sédico concentrada en
caliente,

Para ello, se preparé una solucién de Hidréxido Sédico al 1% p/v.
en una relacién 1/50 p/v. Inductor/Hidréxido Sédico.

La mezcla asi formada se sometio al pretratamiento en el
autoclave a 1200C durante 60 minutos, transcurridos los cuales, se
filtré a vacio el producto obtenido eliminando as{ el exceso de
hidréxido s6dico. Posterjormente se secé a temperatura ambiente
dejéndolo listo para su utilizacién,

2.15.- CONDICIONES DE PRODUCCTON ENZTMATICA.

2.15.1.- Ensayos en Matraz.

En los primeros ensayos, la produccidén enzimdtica se realizd
gn dos fases.

Una primera fase de crecimiento micelial segin el sistema
descrito en el apartado (2.11.1.).

Tras 48 horas de cultivo en estas condiciones, se afadieron
a los matraces los inductores para comenzar la produccién enzimatica,
considerdndose este punto el tiempo t = 0 de la induccién, E1 valor de
pH de Tos medios de produccidén enzimitica se ajustd mediante la
adicidon de hidréxido sédico o 4cide clorhidrico 1 N.
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Las condicionas de produccién enzimética fueron las mismas
que las de produccidén de micelio. Agitacidn orbital 250 r.p.m., 28QC,
prolongando el tiempc de incubacidn hasta 120 horas.

Cada 24 horas, se extrajo una muestra de 5 ml, de cada
matraz, se centrifugd a 3.000 r.p.m. durante 3 minutos para separar el
micelio y la celulosa del sobrenadante, realizédndose las siguientes
valoraciones:

- Azucares Reductores.

- Glucosa.

- Actividad B~-Glucosidasa.

- Actividad Endoglucanasa.

- Actividad Exoglucanasa.

~ Actividad de Papel de Filtro.

2.15.2.~ Ensayos en Fermentador.

Para efectuar el estudic de la produccidén enzimdtica en
fermentador, se necesitd una fase prévia de produccidén de biomasa
flingica. Esta fase se realizdé de acuerdo al procedimiento descrito en
el apartado (2.11.2.),

Una vez consumida 1a totalidad de la fuente de carbono (unas
24 horas), se inicié el proceso de induccién enzimética, adicionando
las sustancias inductoras del complejo celulelitico tal y como se
indica en el apartado (2.14.).

Para este procaso se utilizé una agitacién de 300 y 500
r.p.im. con un flujo de aire de 1 volumen de aire/litro de medio de
cuttivo/minuto.

Se extrajeron muestras de 20 ml. cada 24 horas durante un
pariocdo de 96 horas, determindndose los mismos parametros que los
indicados en el apartado (2.12.).
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Con este procesc se pretendié conocer las condiciones Sptimas
de produccién enzimdtica en cultivo cerrado, discontinuo en
fermentador vy compararlas con las que se obtienen cuando el cultivo ss
desarrolla en matraz y en cultivo en agitacion orbital.



IXT.— RESULTADOS
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3.1.- SELECCION DE VARIEDADES DE PATATA.

De las 81 variedades de Patata de Siembra Certificada existentes en
Espafia, fueron seleccionadas 11 variedades, por ser las de mé&s faci}
acceso, mayor extensién en su siembra (mds amplia distribucidn
geocgrdafica), y de menor coste econémico.

3.2.~ COMPOSICION DE LAS VARIEDADES DE PATATA.

Para efectuar 81 andlisis de los componentes mayoritarios de las
variedades de patata ssleccionadas para este estudio, fue necesario en
primer lugar eliminar la piel.

A continuacién se determind 1a composicidén mayoritaria de)
parénquima vegetal, valorando su contenido en almiddn, agua y fibra
vaegetal, segin las técnicas descritas en el apartade 2.3.

En las Tabla 3.1 se describan los resuitados obtenidos, v en la
Tahla 3.2 se muestran los coeficientes Almidén/Agua y Almidén/Fibra,
obtenidos para cada vartedad de patata.

Como puede observarse, no se apreciaron variaciones muy
significativas en cuanto al contenido en almidén, siendc los valores
extremos de un 10% para la variedad Monalisa y un 20% para las
variedades Claustar y Palogan, respecto al 14.81%, que fue el valor
medio obtenido con todas Tas variedades.

En cuanto al porcentaje de agua, se aprecid una mayor oscilacion
que como el almidén, alcanzando valores extremos entre 1a variedad
Bintje con un 45% de agua vy la variedad Kennebec con un 76%, respecto
a 1a media de todas las variedades (64,18%).

Por 4ltimo, donde mayores son las diferencias en los porcentajes
es en 1a fibra vegetal, oscilando entre &1 6% para la variedad Palogan
y al 43% para 1a variedad Bintje, con valoras promedic del 22.36%.
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VAR. DE PATATA, X ALMIDON. % AGUA. % FIBRA.
1.~ BARAKA. 12 63 25
2.- ARRAN BANNER. 12 68 20
3.- BINTJE. s 1 45 43
4.- CLAUSTAR. 20 71 9
5.- DESIREE. 15 67 18
6.- EDZINA. 18 75 7
8.~ KENNEBEC. 15 76 9
9.- MONALISA. 10 55 35
10.- PALOGAN. 20 74 6
11.- REC PONTIAC. 12 57 41
A

Tabla (3.1).~ Porcentajes de almidén, agua y fibra obtenidos con las
11 variedades de patata selecionadas.

VAR. DE PATATA. XALMIDON/%AGUA. %ALMIDON/%FIBRA.
1.- BARAKA. 0.190 0.480
2.- ARRAN BANNER. 0.176 0.600
3.- BINTJE. 0.377 0.395
4.~ CLAUSTAR, 0.281 2.220
5.~ DESIREE. 0.223 0.830
6.~- EDZINA, 0.240 2.570
7.~ JAERLA. 0.218 0.360
8.~ KENNEBEC. 0.197 1.660
9.~ MONALISA. 0.t81 0.280
10.- PALOGAN. 0.270 3.330
11.- REC PONTIAC. 0.210 0.290

Tabla (3.2).- Coeficientes almidén/agua y almidén/fibra obtenidos con
las variedades de patata selecionadas.
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Para realizar este estudio se requeria una varijedad de patata que
presentase:

- Un elevado contenido en almidén.
- Un aceptable contenido en agua.
- Un bajo contenido en fibra.

Por esta razéon, con Jlos datos obtenidos, se calcularon Jlos
coeficientes Almiddn/Agua y Almidédn/Fibra.

De esta forma, aquelias variedades que presentaran elevados fndicaes
para estos coeficientes, corresponderian a las variedades utilizadas
en el trabajo.

Como puede obsarvarse, los datos obtenidos no se dispersaron
demasiadc del valor de la madia. Para el cociente Almidén/Agua, estos
valores son: X = 0.2330. on= 0.0587.

Se observaron dos variedades que destacaban notablemente sobre Ja
media. La variedad Claustrar con un coeficiente Almidén/Agua de
0.2816., y de 0.2700 para la variedad Pédlogan. Esto suponfa un
incremento del 20.85% para la primera y de un 15,87% para la segunda
respecto al valor de la media.

Al estudiar el coeficiente Almidén/Fibra, se aprecidé que la
dispersidén de los datos era mucho mayor. Obteniéndose unos valores
extremos de 0.280 para la variedad Monalisa v 3.330 para la variedad
Palogan. Con unos valores de X= 1.183 y on= 1.031.

En funcidn de los datos obtenidos, se selecciond la variedad
Palogan como fuente de almidén para el estudio. Ademas de tratarse de
uha variedad de gran tamafioc, es poco utilizada para el consumo humano
y su coste &s moderado.
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3.3.- HIDROLISIS DEL ALMIDON DE PATATA.

En este apartado se indican los resultados obtenidos a partir de
cada una de tas variables analizadas, estudiando el efecto de las
mismas sobre el proceso de optimizacién en la hidrélisis del almidén
de patata para su mejora.

Con los resultados obtenidos en:

- Seleccidn del tipo de dcido para la hidrélisis. (HC1 o
SOH,).

- Concentracidén del mismo. (0.5, 1.0, 1.5% v/v.).

- Relacién sélido/liquide 6ptima para la impregnacién del
almidén, (1/5, 1/6, 1/7, 1/8, 1/9, 1/10. p/v.).

- Temperatura de hidrdlisis a 1,1 atmdésferas de sobrepresidn.
(115 6 120¢C. ).

- Tiempo de la hidrélisis. (15 6 20 minutos.).

- Emplec de agentes tensoactivos. (Glicerina o Tween 80).

Se calcularon pardmetros que permitieron determinar las condiciones
idbéneas para efectuar el proceso.

Todas las determinaciones se efectuaron por triplicado, siendo los
valores indicados las medias aritméticas de los distintos ensayos.

3.3.1.- Influencia del Acido en el proceso de hidrélisis.

Con el objeto de determinar la influencia del acido en el
proceso de hidrélisis del aimidén de patata, se efectuaron distintas
experiencias utilizando 4cido clorhidrico 6 4cido sulfirico diluido
hasta alcanzar unas concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5% v/v, empleando
las condiciones de hidrélisis descritas en el apartado (3.3),

i.a metodologfa para efectuar estos ensayos se describe en el
apartado (2.4.2.).

Los resultados obtenidos aparecen reflejados en 1a Tabla 3.3,
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3.3.2.- Influencia de 1a Relacidn S6lido/Liquido.

En este apartado se determiné la influencia de 1a relacidn
sdlido Tiguido en el proceso de hidrélisis del almidén de patata.

Para ello, siguiendo el proceso descrito en el apartado
2.4.2. Se efectud la hidrélisis en matraces de 250 m]. de capacidad,
con una Relaci6én S6lido/Lfquido de 1/5, 1/6, 1/7, 1/8, 1/9 y 1/10.
p/v, hasta un volumen méximo que no superd el 5% de la capacidad total
del matraz,

Se comenzé estudiando una Relacidén de 1/5 p/v. por ser este
el minimo volumen al cual se logrd una impregnacién homogénea del
almiddn,

En ja Tabla 3.3 se refiejan los resultados obtenidos con las
distintas relaciones S61ido/Liquido a las distintas concentracionas
de 4cido empleadas.

3.3.3.- Efecto de la Temperatura v del Tiempo en 1la
Hidrélisis,

De forma andloga a la de las variables estudiadas
anteriormente, se procedid al andlistis del afecto de la temperatura vy
del tiempo en @1 proceso de hidrélisis det almidén de patata.

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados obtenidos
empleando 115 & 120QC como temperatura de hidrdlisis a 1.1 atmésferas

de sobrepresidén durante intervalos de 15 & 20 minutos.

3.3.4.- Influencia de los tenscactivos.

A fin de determinar el efecto de esta variable sobre el
proceso de hidrdlisis se efectuaron experiencias utilizando dos
sustancias con caracter{sticas tensoactivas; la Glicerina y el
Tween 80. A una concentracién final de 107% g/1.



1 1152 C. 17202 (. 11, 50, 1152 . 1202 C.
piv { vy | 1s° 20~ 15° 207 I p iy | v v I 15~ 20° 157 20°
0.5 | 54,78 63.08 90.10 126.90 0.5 | 1.00 0.93 0.85 1.39
1/10] 1.0 h27.50 103.70 90.10 156.90 1/10 .0 1.18 1.16 1.02 1.22
1.5 Ns50.23 128.50 154,00 185.60 1.5 1.51 1.75 1.0u 0.88
g.5 I 67,872 42,15  77.40 140,10 n.s 1.27 1.27 1.13 1.50
1/9 1.0 {155.80 114,50 133.30 176.50 1/9 1.0 1.80 1.60 1.68 1.90
1.5 [1u8.w0 1uo.u0 152.70 170.10 1.5 | 1.70 1,70 1,720 1.u5
n.s | 71.29 92.25 110,70 131.720 0. 1.27 1.09 1.05 1.73
1/8 .g J156.52 137,70 19% .80  271.4D 1/8 1.0 ] 1.78 1.61 1.70 2.00
1.5 |185.80 153.09 182.75 195.60 1. 2.10 1.66 1.u6 1.72
.5 176.36 97.33 108.70 171.20 8.5 1.21 1.28 1.08 1.66
177 1.0 has.60 131.99 213.30 251,50 177 1.0 1.8y 2.00 1.60 1.9
1.5 Pos.s0 150,50 202.80 253.15 1.5 2.10 2.22 1.58 2.01
0. 104,63 96.58 101.90  195.80 n. 1.70 1.27 1.09 1.00
1/6 1.0 [R07.90 161.24 2u4 .50  279.80 1/6 t.0 ] 1.37 1.98 1.562 2.75
1.5 P66.00 165,20 226,80 293,50 1.5 2.10 ?.u9 7.00 2.50
0.5 B2u4.80 188.80  188.80  197.90 0.5 1 1.2 1.47 1.721 0.93
1/5 . Pu3.00 246,24 285,12 2795 .68 1/% 1.0 2.1u 2.13 1.63 2.36
. P93.70 244 .20 300.70  410.90 1.5 3.30 2.67 z.10 2.51

Tabla (3.3).~ Hidrélisis del aimid6én de patata utilizando 4cido

clorhidrico y sulfirico.

0Tt
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Estos tensoactivos se adicionaron a las distintas diluciones
de &cido, dejando en contacto durante 5 minutos el aimidén con el
4cido vy el tensoactivo para favorecer la impregnacién del mismo.

Transcurrido este tiempo, se procedié a efectuar 1la
hidrélisis, utilizande Tas condiciones descritas en el apartado
(2.4.2.).

Los resultados obtenidos con cada uno de los tensoactivos se

muestran an tas Tablas 3.4 y 3.5.

3.4.~ COMPOSICION CUANTITATIVA DE AZUCARES DEL HIDROLIZADO.

Tras determinar tas condiciones més favorables entre las
experimentadas para 1a hidrélisis del almidédn (Acido clorhidrico al
1.5% v/v, una Relacién 1/5 p/v, a 1209C durante 20 minutos a 1.1
atmésferas de sobrepresién). Se procedidé a analizar el producto
obtenido, con el fin de determinar su composicidén cuantitativa vy
cualitativa en azlcares, mediante Cromatograffa Liquida de Alta
Resolucién. (H.P.L.C.).

E1 producto del hidrolizade se filtré y diluyd hasta 1/20
para facilitar la separacién de los azicares en la cromatografia,
avitando asi mismo posibles alteraciones en la columna.

Como patrén (externo), se empled una mezcla de azlcares de
concentracion conocida.

En la Figura 3.1, se muestra el patrén de azlUcares empleado
y el cromatograma obtenido con ese patrén.

Las condiciones en que se efectud la cromatograffa se indican
en &l apartado (2.5.1.).

En la Figura 3.2, se muestran los resultados obienidos en la
cromatografia de la muestra de hidrolizadc de almidén de patata.



el 1152 C. 1202 C.
piv v/ 15~ 207 15~ 20”7 I
|
0.5 10.00 24,00 18,00 32,00
1/10] 1. 10.50 34.00  34.00Q 54 .00
1. 60.00 42.00 62.00 63,33
|
‘ 8.00 25.30 29.60 42,22
1/9 0 31.90 35.90  uy .33 $5.00
< 75.90 B80.00  S4.d8 78.00
28.25  40.50  38.25 47,25
1/8 | 1.0 56.90 47.25 60,75 B1.22
1, 77.33 81.00 81.00 81.00
.5 43.71  %3.70 u1.28 50.00
1/7 .0 65.42 58.28  58.28 70.42
1.5 87.42  90.00 9u.70 gy .71
0.5 60.00 4B8.00 60.00 53.33
176 | 1.0 70.42  72.00 69.33 77.13
1. 30.00 99,57 82.66 119.99
0.5 63.00 S4.00 61.05 54 .31
1/5 | 1.0 74.23 81.00 105,00 96.00
1.5 92.25 120.00 108.00 132.60

H, S0, 1152 . 1202 C.
| pfv | v/ I 157 207 157 20°
0. 22.060 30.00 40.00 36.00
1/10 64 .00 45,00 58 .00 48,040
1.5 7¢.00 55.00 70.00 S8.00
0. 31.66 35,33 ?21.11 40.00
1/9 1.0 76.16 50.66 42,25 £1.22
107.66 76.00 69.66 67.25
0. 43,25 37.00 40.50 47.25
1/8 1.0 81.00 54,00 ¥47,2% 67.50
1. 112.50 69.66 54.00 fu .37
0,5 4,25 42,49 41.14 £0.71
177 1.0 80.14 72.85 72.85 72.85%
1.5 |120.30 91.07 80.14 BD.14
n. 60.00 53.33 42,66 85.33
1/6 1.0 |10u.00 33.33 66.66 88.00
1.5 J154.66 100.00 88.00 100.00
n.s 72.00 56.00 60.00 82.50
1/% 1.0 96.00 96.00 57.50 108.00
1.5 l162.00 163,00 90,00 126.00

|

!

Tabla (3.4).- Hidrolisis del almidon de patata utilizando Tween
como agente humectante, con acido clorhidrico y

sulfirico.

80
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i1 1152 C. 1202 C. l H, S0, 1152 , 1202 C.
piv | viv | 157 20° 15~ 20” | I p v | v v I 157 20° 15~ 20~
0.5 18.00 22.00 40.00 36. 94 0.5 28,00 32.00 60,00 62.33
1/10] 1.0 35.00 uy, 00 66.00 60.00 1/t0] 1.0 u7.28 42,00 65.00 66.33
1.5 ug8,00 48,80 81.00 80.0% 1.5 52.00 48 .00 B5.u49 67.00
0.5 19.00 w8 .57 54,66 uy . B0 n.s 35.20 36.94 65.00 66,33
1/9 1.0 37.16 42,22 67.55 66.50 1/9 1.0 55.00 50.66 66.37 67.66
i
1.5 6,93 47,28 85.49 84,20 1.5 69.66 63.33 87.75% 70.99
20.25 55.99 59.00 58,728 0.5 up.25 61.87 £7.50 69.75
1/9 1.0 39.60 81.87 75.28 65.25 1/8 1.0 65.25 65.12 72.85 74,25
1.5 50.90 67.50 87.50 90,04 1.5 81.00 B7.4? 91 .07 91,12
33.99 61.22 70.42 69.75 0.5 42,49 70.42 75.24 97.14
1/7 1.9 50.99 66.78 B80.00 Ty .14 1/7 1.0 70,42 75.28 85.49 99,57
1.5 s4.70 77.u42 87 .42 99,57 1.5 91,07 972.25 9y, 03 107.50
0.5 35.33 87.00 17.33 103.99 .5 58.728 72.00 77.33 103,99
‘1/6 1.0 56.00 87.30 85.20 104.00 1/8 1.0 75.28 77.33 119.99 119.99
1.5 73.88 103,233 139.99 107.99 1.% 9y 71 115.33 121.99 131.99
40.00 100.00 82.59 100,00 0.5 87.00 99.00 117.00 120,00
1/5 1.0 78.08 101,50 129.00 121.50 1 /5 1.0 95,00 99,99 135,00 135.00
1.5 90.00 132.20 162.50 175.00 1.5 98 .00 135.00 136.00 240,00

€1t

Tabla (3.5).- Hidrélisis del almidén de patata utilizando Glicerina
como agente humectante, ¢on acido clorhidrico y
sulfdrico.
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INJECT

S

= §.87
——-\9, 84
11.81

-t

—— 12.99

)

APR., 27. 1988 #8:46:32 CHART 9.58 CH/MIN

RUKR #3 CaLC #8
COLUMN SOLUENT OPR ID: 3
CALIBRATION
PEAKS AMOUNT RT EXP RT ARERA RF
1 {.0808804 7.29 17132432 F @.5836808E-4
2 1.60000 g.87 18315976 L 8.528688E-4
3 1.0080008 9.84 193772235 F 8.516880E-4
4 1.90008 11.81 19245888 L 8.519688E-4
5 1.6880060 12.99 15683258 L 8.51a1e8e-4
PATRON EXTIRMO DE AZUCARES
TIEMPO DE RETENCION AZUCAR CONCENTRACION
< DP3 y DPY4 —_—
7.29 Maltotriosa 1 gr/l
8.07 Maltosa 1 g0/l
3.8% Glucosa 1 gr/l
i11.01 Xilosa 1gr/l
1z.99 Arabinosa 1grn

Figura (3.1).- Patrén externc de azicares para H.P.L.C, mostrando la
s?paracién de los distintos azicares utilizados en el
mismo.
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INJECT

APR. 27, 1388 B1:89:42 CHART ©9.38 ChM/MIN

RUN #4 CALC #8
COLUNMN SOLVENT JPR 1ID: 3

EXTERNAL STAMDARD QUANTITATION

PEAK# AMOUNT RT EXP RT AREA RF
UNK 6.135 18598985 L
2 8.74901 7.74 14169868 L 8.5286089E-4
3 7.25192 9.72 1485424835 L 8.5160088E~4
TOTAL 8.068093

Figura (3.2).- Cromatograma obtenido a partir del hidrolizado de
almidén de patata mostrando tres picos correspondientes
a glucosa, maltosa y dextrinas solubles.
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3.5.— PRESELECCION DE HONGOS FILAMENTOSOS.

cultivo

3.5.1.- Hongos Filamentosos capaces de crecer en medios de

con hidrolizado de _almidén como fuente de carbono

Con objeto de efectuar una preseleccidn a partir de distintas
estirpes de hongos fTilamentosos en funcién de su capacidad de
crecimiento sobre hidrolizado de almiddén de patata, se disefiaron
distintos medios de cultivo soiidos (1 a 4), cuya fuente de carbono
era aeste hidrolizado. La composicidén de estos se indica en el apartado
(2.6).

Cada uno de estos medios fue inoculado con suspensiones de
esporas procedentes de las distintas cepas a testar.

Tras un periodo de incubacidn de 5 dias a 28QC en estufa de
cultivo, se determindé a1 crecimiento de cada una de las cepas
ensayadas.

Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 3.6.

3.5.2.- Hongos Filamentosos capaces de crecer en medios de cultivo
con celulosa v derivados.

De forma andloga a la expuesta en el apartadc anterior, se
intentd seleccionar distintas cepas de hongos filamentosos aque
presentaran buen crecimiento sobre medios de cultivo cuya fuente de
carbono fuera celulosa o derivados de la misma.

Con tal fin se disefiaron distintos medios de cultivo sélidos
(12 a 20), que fueron inoculados con suspensiones de esporas de las
cepas de hongos filamentosos a testar. La composicidn de los medios se
indica en el apartado (2.7)

Tras un periocde de incubacién de 15 dias a 282C, se determind
el crecimiento en dichos medios de cultivo.
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MEDIOS DE CULTIVO.

HONGOS FILAMENTOSOS. 1 2 3 4
-~ Alternaria tenuissima 9005. + ++ ++ +4
- Aspergilius alllaceus. + ++ +++ +++
- Aspergililus awamorii, + ++ +++ ++
- Aspergillus cremeus. + ++ ++ ++
- Aspergillus fumigatus., A-2. - + ++ +
~ Aspergillus fumigatus., A-3. - - + +
- Aspergillus sulfureus. + ++++ +4+++ ++
~ Aspergillus sydowi. - ++ 4 ++
- Aspergillus wenti. A-1. + ++ +++ ++
- Aspeargillus wenti. A-4. - +++ +44+ ++
- Chaetomium globosum. 2103. ++ +4+++ ++++ +++
- Talaromyces emersoni. T7117. - ++ +++ ++
- Trichoderma harzianum. 2413. ++ +++ ++++ ++++
- Trichoderma reesei. 218. ++ TH++ 44t ++++
— Trichoderma reesei. 2415. + +++ +4+4++ +++
- Trichoderma reesei. 2416. ++ +4+++ +44++ ++++
- Trichoderma reesei. QM 9414. ++ ++++ +++4 +4++
- tlocladium atrum. 7339. - ++ ++ ++

- 8in Crecimiento.

+ Crecimiento Escaso.

++ Crecimiento Bueno,
+++ Crecimiento Muy Bueno,
++++ Crecimiento Excelente.

Tabla (3.6).- Crecimiento de distintos hongos filamentosos en medios
de cultivo que contienen hidrolizado de almidén como
fuente de carbono.
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En 1a Tabla 3.7, aparecen los resultados cbtenidos para cada
medio de cultivo.

3.6.— EFECTO DE LOS TENSOACTIVOS EN EL CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE
HONGOS FILAMENTOSOS.

Para estudiar el comportamiento de 1las cepas de hongos
celuloliticos seleccionados frente a concentraciones crecientes de
tensoactivos, se efactuaron distintas experiencias, en ellas, se
utilizaron concentraciones de Glicerina y de Tween 80 desde 10°'.
hasta 107*. g/1; que se aRadieron a los medios de cultivo n2 2, 3 vy
4,

Los medios de cultivo fueron inoculados con una suspension de
esporas. Como control de crecimiento se utilizaron 1os mismos medios
da cultivo sin la adicién de tensoactivos.

Los medios de cultivo, fueron incubados durante 5 dias a 28QC en
estufa de cultivo. Los resultados gque se obtuvieron, se muestran en
las Tablas 3.8.1, 3.8.2, y 3.8.3.

3.7.- ESTUDIO DE DISTINTOS PARAMETROS EN LA SELECCION DE HONGOS
FILAMENTOSOS.

Bajo este epigrafe, se abordd uno de los aspectos mds importantes
en la elaboracién del presente trabajo. La determinacién de Jos
pardmetros que permitieron la cuantificacidn del comportamiento de las
cepas de hongos filamentosos seleccionados en los medios de cultivo
disefiados.

Todos los estudios fueron realizados en batch, unos en matraces de
250 m1. vy otros en fermentador, dependiendo de las caracteristicas de
los pardmetros a determinar asi como de Ta complejidad de los mismos.
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MEDIOS DE CULTIVO.

HONGOS FILAMENTOSOS, 12 13 14 15 16 17 18 19 20
~ Alternaria tenuissima 9005 [ T L e T - + - +  F++
- Aspergillus alliaceus + ++ ++ et ++ ++ ++ +
~ Aspergillus awammorii ++ ++ 4 A FAEE FEEE b bR FEt
- Aspergillus cressus + + ++ 44 + - + + +
- Aspergillus fumigatus A-2 - - - - - - - - -
- Aspergilius fumigatus A-3 - - - - - - - - -
~ Aspergillus sulfureus + + = ++ + + ++ ++
- Aspergillus sydowi - + ++  +++ ++ + ot R
~ Aspergilius wenti A-1 - ++ FR N = 2 T 2] 4+ EE 44
- Aspergiilus wenti A-4 - + L L L I IR S ++
-~ Chastomium globosum 2103 L o AR T S A L R L S e L
~ Talaromyces smersoni 7117 ++ ++ 4 ++ - + - + -
- Trichodersa harzianum 2413 A A B ++ ++ 4+
- Trichoderma reesei 218 FE R = R X T Y + + o+ 4
~ Trichoderme reessi 2415 ++ ++ 4+ Ftet R bR 4 FFEE FEE+
~ Trichoderma reesel 2418 ++ 4+ o+ R b b ++ 4+ 4
- Trichodesrma reesei QM 9414 b A PE FRE HEE R ++ EEd HEed
- Uioctadfum atrum 7339 4 *+ L 4 L I

~ 8in Crecimisnto.
+ Crecimiento Escaso.
++ Crecimisnto Bueno,
+++ Crecimisnto Muy Bueno.
++++ Crecimiento Excelente,

Tabla (3.7).- Crecimiento de distintos hongos filamentosos sobre

medios de cultivo que contienen celulosa o derivados de
esta como fuente de carbono.
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MEDIOC DE CULTIVO N2 2 (HIDROLIZADO + BALES MINERALES)

GLICERINA TWEEN 80
HONGC® FILAMENTOS0S
10-1 10-2 10-3 10-4 ¢! 10-1 10-2 10-3 10-4 C

g/1. g/1.
Chaetomium globosum 2103 + + + + a * * % * Q
Trichoderma harzianun 2413 + + + + o + * * * o
Trichoderma reesei 2415 + + + + o + ¥ * * ©
Trichoderma reesei 2418 +/= +/= +/- /- © +/~ /- /= +/- ©
Trichoderma reesei QM 8414 + + + + [ + * * * o

Tabla (3.8.1).~ Crecimiento de distintos hongos filamentosos en el medio de
cultivo n@2 tras la incorporacidén al mismo de distintas
concentraciones de Tween 80 o Glicerina.

MEDIO DE CULTIVO N2 3 (HIDROLIZADO + SALES MINERALES + PEPTONA)

GLICERINA TWEEN 80
HONGOS FILAMENTOS0S
10-1 10-2 10-3 10-4 C 10-1 10-2 10-3 10-4 C
g/1. 9/1.
Chastomium globosuw 2103 + + * ¥ o * * * * o
Trichoderma harzianun 2413 * * L * o * L ¥ L3 -]
Trichoderma reessi 2415 * * * * a * ¥ * * Q
Trichoderma reegei 2418 /- +/- * * o +/=- S~ * * o
Trichoderma ressei QM 9414 * * * * ] * * * * Q

Tabla (3.8.2).~- Cracimiento de distintos hongos filamentosos en el medio de
cultivo n23 tras la incorpcracién al mismoc de distintas
concentraciones de Tween 80 o Glicerina.

Tcomo control se uytilizan los mismos medios de cultivo sin afadir
ni Tween 80 ni glicerina.
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MEDIO DE CULTIVO N 4 (HIDROLIZADO + PEPTONA)

GLICERINA TWEEN BO
HONGOS FILAMENTOS0S
10~-1 10-2 10-3 10~-4 C 10~1 10-2 10-3 10-4 C
/%, 8/7.
Chastomium globosum 2103 + + L * o + + * ] o
Trichodsrma harzianun 2413 + * * * p + L * ] o
Trichoderas reesei 2413 + * ] ¢ o * * * * o
Trichoderma reesei 2418 /- )= L] * o +/- /- * * o
Trichoderma reesei QM 9414 + * * * o * * * * o

Tabla (3.8.3).- Crecimiento de distintos hongos f1ilamentosos sobre el medio de
cultivo n@3 tras la incorporacidn al mismo de distintas
concentraciones de Tween 80 o GTicerina,

o : Crecimiento normal.

+/~: Estimulacion baja de crecimisnto.

+ ! Estimulacién moderada de crecimiento.
* : Estimuilacison atta de crecimiento.
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3.7.1.— calibracién de In6culos.

Los indculos que se precisaron en este trabajo, se obtuvieron
en su mayor parte a partir de suspensiones de conidiosporas en suero
salino al 0.9%, resultando éstas de mds fécil manejo que cuando se
empleé micelio como agente jnoculador.

La preparacién, asi como el mantenimiento de las suspensiones
de aesporas se describe en el apartado (2.9.2).

Para calcular el contenido exacto de esporas del indculo, y
estandarizar asi el tamafflo del mismo, se efectuaron diluciones
sucesivas de conidiosporas en suero salinomidiendo la densidad éptica
de Tas mismas y efectuandoc un recuento directo del nimero de esporas
en camara cuentaglédbulos.

De esta forma, los valores as{ obtenidos se ajustaron por
minimos cuadrados, obteniendo rectas de regresién que permitieron
establecer una Relacién entre el nlmero de esporas y la densidad
6ptica de una suspensién de las mismas.

Las ecuaciones de rectas de regresién obtenidas aparecen en
la Tabla 3.9, al representar gréficamente estas rectas, se observd
una zona comin entre las mismas al rededor de un valor de densidad
Gptica de 0.522, equivalente a un valor promedic entre todas las cepas
de hongos filamentosos de X= 7.14 x 10%, esp/ml, con una on= 36,535
esp/ml.

En funcién de Tlos resultados obtenidos, se decidid
estandarizar ia densidad oSptica del inbSculo para todas las cepas a
0.522, trabajando con un error del 5.11% en el cdlculo del nimerc de
esporas.
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HONGO A B r
FILAMENTOSO

Ch. globosum 2103 294585 785924 0.993
T. harziasnum 2413 369843 710798 0.994
T. reese’ 2414 326007 653072 0.998
T. ressei 2415 218841 1036841 0.978
. reesef QM 9414 17038 1191911 0.990

Tabla (3.9).~ Coeficientes de 1as ecuaciones de correlacién
correspondientes a las suspensiones de esporas de los
distintos hongos filamentosos ensayados,

Yy = Bx + A

donde

A: Ordenada en el origen
B: Pendiente de la recta
r: Coeficiente de correlacién
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3.7.2.— Estudio del Contenido de Nitrbégeno v Carbono Orgénico
del Medio de Cultivo,

3.7.2.1.- Contenido en Nitrégeno orgénico.

E1 objetivo de este puntoe del trabajo fue la
optimizacién de un medic de cultivo que proporcionara un selevado
rendimiento en la produccién de biomasa de las cepas de hongos
filamentosos préviamente seleccionadas.

Con tal fin, y partiendo de medios de cultivo (con base
de hidrolizado de almiddn de patata), cque proporcionaron buen
crecimiento en la  seleccidén de las cepas, se les fincorporaron
concentraciones crecientes de peptona o de una mezcla de L-aminodcidos
seglin se indica en el apartado (2.7).

Tras su 1inoculacion, los mediocs de cultivo fueron
incubados durante 48 horas en agitacidén orbital a 250 r.p.m. a 289C,

Transcurrido este tiempo, se efectuaron determinaciones
de biomasa y de consumo de azlcares reductores.

Los resultados que se obtuvieron aparecen indicados en
las Tablas 3.10.1 a 3.14.4,

3.7.2.2.- Contenido en Carbono Orgénico.

E1 pardmetro que se determiné a continuacion fue la
concentracion idénea de fuente de carbono {(Hidrolizado de Almidon) que
parmitiera obtener una elevada produccién de biomasa fungica.

Se emplearon dos concentraciones de hidrolizado de
almidon: 6 y 12 g/1, permaneciendo constante en ambos casos la
concentracién de 1la fuente de nitrégeno orgdnico a 2.5 g/1,
seleccionada en el apartado anterior.
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MEDIO BASE: HIDROLIZADO + SALES MINERALES
PEPTONA AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUMIDOS (g/1.)
(g/1.)
0.00 1.50 1.39
0.50 1.70 0.66
1.00 1.80 1.13
1.50 1.80 1.26
2.00 1.90 1.59
2.50 1.90 1.59

Tabla (3.10.1).- Comportamiento de Chaetomium globosum 2103 en medios
da cultivo con peptona como fuente de nitrégenc
organica

MEDIO BASE: HIDROLIZADO
i 1
PEPTONA AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUMIDOS (g/1.)
(g/1.)
0.00 0.00 -—
0.50 1.90 1.59
1.00 1.50 1.73
1.50 2.50 2.19
2.00 2,70 2.26
2.50 3,00 2.39

Tabla (3.10,2),.~ Comportamiento de Chastomium globosum 2103 en medios
de cultivo con peptona como fuente de nitrégeno
orgénica.
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MEDIO BASE: HIDROLIZADO + SALES MINERALES
1
AMINOACIDOS AZUCARES BIOMASA
(9/1.) CONSUMIDOS (9/1.)
(9/1.)
I

0.00 1.50 1.39
0.50 3.30 1.33
1.00 3.00 1,33
1.50 3.00 1.42
2,00 3.00 1.50
2.50 3.00 1.60

Tabla (3.10.3).~ Comportamiento de Chaetomium globosum 2103 en medios
de cultivo con aminodcidos como fuente de nitrégeno
orgénico.

MEDIO BASE: HIDROLIZADO

AMINOACIDOS AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUMIDOS (g/1.)

(9/1.)
0.00 0.00 —
0,50 1.80 2.56
1.00 1.80 2.93
1.50 3.10 2.99
2.00 1.80 3.13
2.50 1.80 4.19
., - o

Tabla {3.10.4).- Comportamiento de Chaetomium globosum 2103 en medios
de cultivo con aminodcidos como fuente de nitrégenc
organico.
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MEDIO BASE: HIDROLIZADO + SALES MINERALES
PEPTONA AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUMIDOS (/1)
(g/1.)
0.00 4.05 1.60
0.50 5.50 2.66
1.00 5.50 2.75
1.50 5.50 2.86
2.00 5.50 2.90
2.50 5.80 3.15

Tabla (3.11.1).- Comportamiento de Trichoderma harzianum 2413 en
medios de cultivo con peptona como fuente de
nitrégeno orgénica.

MEDIO BASE: HIDROLIZADO
PEPTONA AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUMIDOS (g/1.)
(g/1.)
0.00 0.00 -
0.50 1.30 1.26
1.00 1.80 1.33
1.50 2.10 1.33
2.00 2.70 1.33
2.50 3.00 1.90

Tabia (3.11.2).- Comportamiento de 7richoderma harzianum 2413 en
medios de cultive con peptona como fuente de
nitrégeno orgénico.
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MEDIO BASE: HIDROLIZADO + SALES MINERALES
AMINOACIDOS AZUCARES BIOMASA

(a/1.) CONSUMIDOS (g/1.)

(9/1.)

0.00 4,06 1.60

0.50 5.60 2.560

1.00 5.38 2.40

1.50 5.65 2.70

2.00 5.70 2.93

2.50 5.65 3.06

Tabla (3.11.3).~ Comportamiento de Trichoderma harzianun 2413 en
medios de cultivo con aminodcidos como fuente de
nitrégeno organico.

MEDIO BASE: HIDROLIZADO

AMINOACIDOS AZUCARES BIOMASA
(9/1.) CONSUMIDOS (a/1).

(g/1.)

0.00 0.00 —_—
0.50 4.10 2.20
1.00 4,30 2.60
1.50 4,30 2.90
2,00 4.50 3.66
2.50 5.00 4,13

Tabla (3.11.4).~ Comportamiento de Trichoderma harzianun 2413 en
medijos de cultivo con peptcona como fuente de
nitrégeno organico.
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MEDIO BASE: HIDROLIZADO + SALES MINERALES
PEPTONA AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUMIDOS (g/1.)
(9/1.)
i -y
0.00 4.10 1.53
0.50 5.10 1.60
1.00 5.560 1.70
1.50 5.50 1.80
2.00 5.60 2.00
2.50 5.60 2.10

Tabla (3.12.1).~ Comportamiento de Trichoderma reesei 2415 en medios
de cultivo con peptona como fuente de nitrégeno
organico.

MEDIO BASE: HIDROLIZADRO
PEPTONA AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUMIDOS (g/1.)
(a/1.)
0.00 0.00 e
0.50 3.30 2.20
1.00 3.60 1.90
1.50 4.30 2.30
2.00 4,40 2.60
2.50 5.50 3.00

Tabla (3.12.2).~ Comportamiento de Trichoderma reesei 2415 en medios
de cultivo con peptona como fuente de nitrégenc
orgénico.



130

MEDIO BASE: HIDROLIZADO + SALES MINERALES
AMINOACIDOS AZUCARES BIOMASA

(9/1.) CONSUMIDOS (9/1.)

(9/1.)

0.00 4.10 1.30

0.50 4.51 1.46

1.00 4.40 1.13

1.50 4,25 1.93

2.00 4.10 2.33

2.50 4,40 3.00

Tabla (3.12,3).~ Comportamiento de Trichoderma reesei 2415 en medios
de cultivo con aminodcidos como fuente de nitrégeno
orgéntico.

MEDIO BASE: HIDROLIZADO
p

AMINOCACIDOS AZUCARES BIOMASA

(g9/1.) CONSUMIDOS (g/1.)
(9/1.)

0.00 0.00 -
0.50 1.70 1.66
1.00 2.10 1.80
1.50 1.70 2,20
2.00 1.90 2.60
2.50 2.15 2.70

Tabla (3.12.4).- Comportamiento de Trichoderma reesei 2415 en medios
de cultivo con aminodcidos como fuente de nitrégeno
organico.
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MEDIO BASE: HIDROLIZADO + SALES MINERALES
PEPTONA AZUCARES BIOMASA
(g9/1.) CONSUMIDOS (g/1.)
(g/1.)
0.00 0.55 0.33
0.50 3.60 1.00
1.00 3.50 1.18
1.50 3.60 1.15
2.00 3.70 1.18
2.50 3.70 1.40

Tabla (3.13.1).- Comportamiento de Trichoderma reesei 2416 en medios
de cultivo conh paptona como fuente de nitrégeno

orgédnico.
MEDIQ BASE: HIDROLIZADO
PEPTONA AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUMIDOS {g/1.)
(9/1.)
0.00 0.00 ——
0.50 1.90 $.30
1.00 2.10 1.29
1.50 2.30 1.34
2.00 2.30 1.51
2.50 2.20 1.67

Tabla (3.13.2).~ Comportamiento de Trichoderma reesei 2416 en medios
de cultivo con peptona como fuente de nitrégeno
organico.
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MEDIO BASE: HIDROLIZADO + SALES MINERALES

AMINOACIDOS | AZUCARES BIOMASA
(g9/1.) CONSUMIDOS (g/1.)

(9/1.)
0.00 0.55 0.33
0.50 0.59 0.53
1.00 0.64 0.46
1.50 0.60 0.46
2.00 0.60 0.50
2.50 0.64 0.60
|

Tabla (3.13.3).~ Comportamiento de Trichoderma reesei 2416 en medios
de cultivo con aminodcidos como fuente de nitrdgeno
orgénico.

MEDIO BASE: HIDROLIZADO
I —
AMINOACIDOS | AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUMIDOS (9/1.)
(g/1.)
0.00 0.00 -
0.50 0.64 0.13
1.00 0.59 0.26
1.50 0.60 0.60
2.00 0.60 0.66
2.50 0.60 1.06

Tabla (3.13.4).- Comportamiento de Trichoderma reesei 2416 en medios
de cultivo con aminodcidos como fuente de nitrégeno
orgénico.
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MEDIO BASE: HIDROLIZADO + SALES MINERALES
PEPTONA AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUMIDOS (9/1.)
(9/1.)
0.00 4.00 2.90
0.50 3.90 2.10
1.00 5.90 3.20
1.50 5.80 3.30
2.00 5.80 3.60
2,50 5.80 4.00

Tabla (3.14.1).- Comportamiento de Trichoderma reesei QM 9414 en
medios de cultivo con peptona como fuente de
nitrégeno orgédnico.

MEDIO BASE: HIDROLIZADO
PEPTONA AZUCARES BIOMASA
(9/1.) CONSUMIDOS (g/1.)
(9/1.)
0.00 0.00 —_—
0.50 3.30 1.53
1.00 3.00 2.39
1,50 3.60 2.46
2.00 3.60 3.13
2.50 3.30 2.46

Tabla (3.14.2).- Comportamiento de Trichoderma reesei QM 9414 en
medios de cultivo con peptocna como fuente de
nitrégeno orgénico.
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MEDIO BASE: HIDROLIZADO + SALES MINERALES
,
AMINOACIDOS AZUCARES BIOMASA
{g/1.) CONSUMIDOS {g/1.)
(9/1.)
0.00 4,00 2.90
0.50 5.95 3.06
1.00 5.97 3.50
1.50 5.97 3.60
2.00 5.97 3.86
2.50 5.98 4,00

Tabla (3.14.3).~ Comportamiento de Trichoderms reasei QM 9414 en
medios de cultivo con aminodcidos como

nitrégeno orgénico.

MEDIO BASE: HIDROLIZADO

AMINOACIDOS AZUCARES BIOMASA
(g/1.) CONSUM1DOS (g/1.)

(9/1.)

0.00 0.00 -
0.50 4.60 1.60
1.00 4.70 3.00
1.50 4.70 3.20
2.00 5.00 3.40
2.50 5.20 3.50

fuente de

Tabla (3.14.4).~ Comportamiento de Trichoderma reesei QM 9414 en
medios de cultivo con aminocdcidos como fuente de
nitrégeno orgédnico.
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como control se empled el medic de cultivo n@ 2 gque
carecia de fuente de nitrdgeno orgénica.

Los medios de cultive fueron inoculados y mantenidos en
agitacién orbital durante 48 horas en las condiciones descritas en el
apartado (2.11.1).

S8e extrajeron muestras de 5 ml. & intervalos de 4
horas, determinando en ellas: pH, azlcares reductores y proteinas, de
esta forma, se efectud el seguimiento de todo el proceso,

Los resultados que se obtuvieron se muestran en las Tablas
3.15 a 3.54, v la evolucidén del proceso se muestra en las Figuras
3.3 a 3.42.

3.7.3.~ Seleccién de cepas de Hongos Filamentoscs en funcién de
1a velocidad de asimilacién de la Fuente de Carbono.

Con objeto de seleccionar los hongos fTilamentosos gue
agotaran la fuente de carbono con mayor velocidad y proporcionaran
niveles aceptables de biomasa, se utilizé el estudio resefado en el
apartado (3.7.2).

Con astos datos se calculé la cantidad de hiomasa asf como el
consumo de la fuente de carbono para cada medio de cultivo durante el
tiempo de fermentacidn.

En las TabTlas 3.55 a 3.59, aparecen los resultados gue se
obtuvieron.

3.8.~ FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ASIMILACION DE LA FUENTE DE CARBONO
POR EL HONGO FILAMENTOSO TRICHODERMA REESEI QM 9414.

Bajo este epigrafe se in¢luyen los estudios fisiolbégicos
realizados con 7. reesei QM 9414 en los procesos de mejora de las
condiciones para la asimilacién de la fuente de carbono y 1la
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Figura (3.15).- Comportamiento de Chaetomium globosum 2103 en &1 medio
de cultivo ne 2 (Hidrolizado + Sales Minerales).

Tabla (3.3).-

TIEMPO MAT. RED. pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (¢/1).
1 (x) .
0 0.00 5.5
u 0.00 5.4
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24 11.66 4.1
28 13.33° 3.8
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ug 25.00 3.5 0.54
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Figura (3.16).- Comportamiento de Chaetomium globosum 2103 en e) medio

de cultivo nQ 3 (Hidrolizado + Sales Minerales +

Peptona).
Tabla (3.4).-
TIEMPO MAT. RED. PROTEINA PH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (g/1).
(%) (%)

0 0.00 0.00 5,3

4 0.00 0.00 5.5

;] 5.00 0.00 5.5
12 8.33 0.00 5.5
18 10.00 0.C0 5.2

20 11.68 4.00 5.0

2u 13.33 8.00 4.9

28 16.66 16.00 4,7
32 21.66 20.00 4.3
38 31.66 20,00 u,2
40 41.56 20.00 4,1
4y 43,33 24.00 4.0
48 43,33 24,00 4.0 1. 96
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Figura (3.17).- Comportamiento de Chaetomium globosum 2103 en el medio
de cultivo n2 4 (Hidrolizadc + Peptonal.

Tabla (3.5).-
TIEMPO MAT. RED. PROTEINA pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (g/1).
(%) ()
0 0.00 0.00 5.5
4 9.00 0,00 5.5
8 1.66 0.00 5.5
12 11.66 4.00 5.5
16 15,00 4,00 5.4
20 16.66 8.00 5.2
24 21.66 8.00 5.2
28 26,66 28.00 5.2
32 30.00 40.00 5.0
38 31,66 44,00 5.0
49 36.66 L8.00 5.0
o 36.66 48.00 5.0
48 38.33 52.00 5.0 2.35
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Figura (3.18).- Comportamiento de Chaetomium globosum 2103 en el medio
de cultivo nQ 5 (Hidrolizado + Sales Minerales +

Aminodcidos).
Tabla (3.6).~
TIEMPD MAT, RED. pH BIOMASA
(h). CONSUMI DA (s/1).
(x) |

0 z.00 5.5

u 3.33 5.5

8 5.00 5.5
12 E.66 5.5
16 8.33 5.1
20 10.00 4.8
74 11.66 L.y
28 13.33 4.0
372 18.33 4.0
36 21.66 4.1
40 36.66 4.2
by 50,00 b
48 53,33 4.7 3.15
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Figura (3.19).- Comportamiento de Chaetomium globosum 2103 en el medio
de cultivo n@ 6 (Hidrolizado + Aminodcidos).

Tabla (3.7).-

TIEMPO MAT. RED. PH BIOMASA
(n). CONSUMIDA (s/1).
(%)
0 2.00 £.5
U 3.33 5.5
8 5.00 £.5%
12 6.66 5.5
15 8.33 5.0
20 10.00 5.0
24 11.68 5.0
28 13.33 5.0
32 15.00 5.0
38 16.66 £.0
40 25.00 5.0
uy 28,33 5.0
48 31.66 5.0 1.89
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Figura (3.20).- Comportameinto de Chaetomium globosum 2103 en @1 medio
de cultivo n@ 7 (2 x Hidrolizado + Sales Minerales).

Tabla (3.8).~

TIEMPO MAT. RED, PH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (g/1).
(%)
¢ 0.00 5.8
u 0.00 5.5
8 0.00 5.5
1 8.33 5.5
16 17.50 5.5
20 25.00 5.1
24 27.50 5,1
28 28,33 3.9
32 28.33 3.9
36 28.33 3.9
4 28,33 3.8
“u 28.33 3.7
ug 28.33 3.7 0.66
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Figura (3.21).- Comportamiento de Chastomium globosum 2103 en el medio
de cultivo nQ 8 (2 x Hidrolizado + Sales Minerales +

Peptona).
Tabla (3.9).-
TIEMPO MAT. RED. PROTEINA pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (9/1).
(%) (%)
0 0.00 0.00 5.5
4 0.00 0.00 5.5
8 8.33 0.00 5.5
12 20.00 0.00 5.5
16 25.00 0.00 5.5
20 32.50 0.00 5.0
24 33.33 4,00 4,8
28 34.16 8.00 4.7
32 35.00 12.00 4.7
36 35.83 16.00 4,4
40 36,66 16.00 y,2
4y 36.66 16.00 4,2
48 36.66 16.00 .2 0.96
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Figura (3.22).- Comportamiento de Chaetomium globosum 2103 en o1 medio
de cultivo nQ 9 (2 x Hidrolizado + Peptona).

Tabla (2.10).-

TIENPO NAT. RED. PROTEINA pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (g/1).
| (x) (x)
0 0.00 0.00 5.5
Y ¢.00 9.00 §.5
8 0.00 0.00 5,5
12 10.00 0.00 5.5
16 23.33 8.00 5.5
20 28.33 12.00 5.0
24 30.83 ‘ 20,00 4,8
28 31.16 28.00 4,6
32 32.49 32.00 4.7
36 34,16 L0.00 4,9
40 35.83 44,00 4,9
by 37.u9 48,00 4,9
48 41,68 52.00 4,9 5,08
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Figura (3.23).- Comportamiento de Trichoderma harzianum 2413 en el
medio de cultivo nQ 2 (Hidrolizado + Sales Minerales),

Tabla (3.11).-

TIEMPO MAT, RED. oH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (¢/1).
_ ! (%) .

0 0.00 5.5

u 0.00 5.5

8 0.00 5.5

12 8.00 5.0

16 3.33 4.0

20 15.Q0 3.4

24 £3.33 3.1

28 91.66 3.2

32 £3.33 3,2

36 86,66 3.3

40 98,33 3.4

by 100.00 3.5 2.42
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Figura (3.24).- Comportamiento de Trichoderma harzianum 2413 en el
medio de cultivo nQ 3 (Hidrolizado + Sales Minerales
+ Peptona).

Tabla (3.12).~

TIEMPO MAT. RED. PROTEINA OH BIOMASA
th). CONSUMIDA CONSUMIDA (/).
(%) (x)
0 0.00 0.00C 5.5
4 0.00 0.00 5.5
8 8.33 4,00 5.0
12 16.66 10.00 4.9
1% 23.33 20.00 4.3
20 38.33 28.00 3.1
24 58,33 40,00 2.1
28 - 75,00 44,00 2.0
32 90,00 52.00 1.8
36 91.66 B0.0D 1.9
40 96,68 80.00 2.0
b 98.33 88.00 2.1
Lg 100,00 92.00 2.5 2.65
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Figura (3.25).- Comportamiento de 7richoderma harzianum 2413 en el
medio de cultivo n2 4 (Hidrolizado + Peptona).

Tabla (3.13).-

TIEMPO MAT. RED. PROTEINA pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (g/1).
(%) (x)
0 0.00 0.00 £.5
n 0.00 0.00
8 8.33 8.00
12 16.66 12.00 5.0
18 25.00 16.00
20 28,133 24,00 L.y
24 23,33 bu. 00
28 40,00 64,00 4.1
32 46,66 72.00 3.9
36 $6.33 76.00
40 88.33 80,00
i 96.66 88,00
4§ 100.00 97.20 3.6 2.6y
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Figura (3.26).- Comportamiento de Trichoderma harzianum 2413 en &}
medio de cultivo ne 5 (Hidrolizado + Sales Minerales
+ Aminodcidos).

Tabla (3.14).-

TIEMPO MAT. RED. PH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (s/1).
(%) ]

0 g.00 5.5

4 3.33 5.5

8 6.66 5.8

12 10.00 £.5

16 13.33 4.

20 28.31 3.5

24 88.33 3.2

28 91,88 3.2

32 96,65 3.2

36 98.33 3.3

40 100.00 3.4 2,99
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Figura (3.27).- Comportamiento de 7richoderma harzianum 2413 en al
medio de cultivo n? 6 (Hidroltzado + Aminoédcidos).

Tabla (3.15).-

TIEMPO MAT. RED. oH BIOMASA
h). CONSUMIDA (s/1).
(x)
0 0.00 5.5
y 3.33 5,5
8 5,00 5.5
12 10.00 5.5
16 11.66 5.2
20 23,33 5.0
24 88.33 4,9
28 91.66 4.7
32 95,00 4,7
36 96,66 .7
40 98.33 4.8
i 100,00 4.9 3,00
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Figura (3.28).-

Tabla (3.16).-

Comportamiento de Trichoderma harzianum 2413 en el
medio de cultivo n@ 7 (2 x Hidrolizado + Sales

Minerales).

TIEMPO MAT. RED. pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (9/1).
(%)
0 0.00 5.5
4 6.66 5.4
8 26,66 5.2
12 38.36 5.0
16 46,66 3.7
20 47,50 2.6
24 49,16 2.2
28 50.00 2.3
32 77.50 2.6
36 82,49 2.7
4o 83.33 5.0
4 95.83 5.0
48 100.00 5.0 3.64
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Figura (38.29).- Comportamiento de Trichoderma harzianum 2413 en el

medio de cultivo nQ2 8 (2 x Hidrolizado + Sales
Minerales + Peptona).

Tabla (3.17).-

TIEMPO MAT. RED. PROTEINA pH BIOMASA
(h). CONSUMI DA CONSUMIDA (g/1).
%) (%) |

0 0.00 9.00 5,5
4 8.33 0.00 5.4
8 30,00 4.00 5.2

12 41,66 8.00 5.0

16 42,50 12.00 4,6

20 43,32 40.00 3.2

24 50,00 52.00 2.5

28 74.16 56.00 2.5

32 85,41 60.0G 2.5

36 95,83 68.00 2.5

40 100.00 72.00 2.8 2,56
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Figura (3.30).- Comportamiento de Trichoderma harzianum 2413 en @l
medio de cultivo nQ 9 (2 x Hidrolizado + Peptona).

Tabla (3.18).-

TIEMPO MAT. RED. PROTEINA pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (g/1).
(%) (%)
0 ¢.00 0.00 5.5
W 3,33 0.00 5.5
B 30.00 4,00 5.5
12 33,33 8.00 5.5
18 36.66 12.00 4,9
20 50.00 36,00 4,5
24 60,00 68.00 4,2
28 £3.33 80.00 4.0
32 67.49 84,00 3.8
38 B2.49 100.00 3.8
4 32.50 100.00 3.8
by 100.00 100.00 3.8 3.02
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Figura (3.31).- Comportamiento de 7Trichoderma reesef 2415 en el medio
de cultivo nQ@ 2 (Hidrolizado + Sales Minerales).

Tabla (3.19}).-

TIEMPO MAT. RED. pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (g/1).
(%) |

D 0.00 5.9

u 0.00 5.5

8 0.00 5.5

12 0.00 5.5

18 0.00 5.5

20 0.00 5.5

24 0.00 L.8

28 0.00 3.8

32 0.00D 3.7

36 0.00 3.5

40 D.00 3.2

Ly 33.33 3.1

ug 33.33 3.0 1.11
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Figura (3.32).~ Comportamiento de Tri&hodbrma reesei 2415 en e] medio
de cultivo n2 3 (Hidrolizado + Sales Minerales +

Peptona).
Tabla (3.20).-
TIEMPO MAT. RED. PROTEINA DH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (g/1).
| (x) (%) '
0 0.00 0.00 5.5
3 0,00 16.00 5.5
B 1.66 28.00 5.5
12 6.66 28,00 5.5
16 10.00 28.00 5.3
20 11.66 28.00 4.9
24 20.00 32.00 4.0
28 kg.00 32,00 2.9
32 50.00 Lu.,00 2.6
36 76.66 52.00 2.5
40 83,33 56.00 2.5
Ly 85.00 £§6.00 2.8
48 100.00 64.00 2.4 2.75%
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Figura (3.33).~ Comportamiento de Trichoderma ressei 2415 en el medio
de cultivo n2 4 (Hidrolizado + Peptona).

Tabla (3.21).-

Tﬁf}”’o MAT. RED, PROTEINA o | BIowASA
¥ CONSUMIDA CONSUMIDA (a/1).
(%) (%)
0 0.00 0.00 5.5
4 0.00 12.00 5.5
8 0.00 12.00 5,5
12 0.00 12.00 5.5
16 5.00 20.00 5.5
20 8,33 20.00 5.5
24 13,33 28.00 5.5
28 15.00 32.00 5.1
32 16.66 40.00 4.5
36 33.33 56.00 5,3
%0 43,33 76.00 4,2
4y 58.33 76.00 4.0
48 66 66 80.00 4.0 ) 69
| |
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Figura (3.34).- Comportamiento de Trichoderma reese7i 2415 en al medio
de cultivo n? 5 (Hidrolizado + Sales Minerales +

Amino4cidos).
Tabla (3.22).-
TIEMPO MAT. RED. pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (g/1).
(%)
0 0.00 5.5
4 0.0C 5.5
8 0.00 5.5
A 12 0.00 5.5
16 10.00 5.3
20 15.00 - 5.0
24 45,00 3.4
28 66.66 3.0
32 75.00 3.0
36 83,30 3.2
40 86.60 3.2
44 93,30 3.3
48 100.00 3.3 2,04
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Figura (3.35).- Comportamiento de Trichoderma reesei 2415 en el medio
de cultivo n2 6 (Hidrolizado + Aminodcidos).

Tabla (3.23).-

TIEMPO MAT. RED. pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (g/1).
(x)
0 0.00 5.5
4 0.00 5.5
8 0.00 3.3
12 0.00 5.5
16 0.00 5.0
20 3.30 4.9
24 10.00 4.8
28 30.00 3.6
32 46.60 3.0
36 65,00 3.1
40 75.00 3.2
44 83,30 3.3
48 86.60 3.4 1.99
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Figura (3.36).- Comportamiento de 7Trichoderma reesei 2415 en el medio
de cultivo n@ 7 (2 x Hidrolizado + Sales Minerales).

Tabla (3.24).-

TIEMPO MAT. RED, DH BIOMASA
(h), CONSUMIDA (9/1).
(%)
0 0.00 5.5
“ 0.83 S.u
8 1.86 £.3
12 2.49 5.0
18 3.33 L,2
20 4,16 3.u
24 i10.0¢0 3.2
28 18,33 2.7
32 23.33 2.5
36 25.00 2.4
ug 2%5.83 2,4
ul 27.50 2.4
ug 30.00 2.4 0.81
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Figura (3.37).- Comportamiento de Trichoderms reese? 2415 en e1 medio
de cultivo nQ 8 (2 x Hidrolizado + Sales Minerales +

Peptona).
Tabla (3.25).-
TIEMPO MAT. RED. PROTEINA pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (9/1).
(%) (%)
0 0.00 0.00 5.5
4 2.50 0.00 5.5
8 3,33 0.00 5.5
12 4.18 L.,00 5.5
16 16.686 20.00 5.5
20 20.83 24.00 4,8
24 25.00 28,00 4,0
28 31.686 32.00 3.7
32 49,83 40.00 3.4
36 58.33 By ,00 3,2
Lo T1.686 52.00 3.0
Ly 83.33 56.00 3.0
L 91,66 64.00 2.9 3,78
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Figura (3.38).- Comportamiento de Trichoderma reesei 2415 en el medio
de cultivo n2 9 (2 x Hidrolizado + Peptona).

Tabla (3.26).~

TIEMPO MAT. RED, PROTEINA pH BIOMASA
. CONSUMIDA CONSUMIDA (/1.
(x) (%)
0 0,00 g.o00 5.5
4 0.83 0.00 5.4
8 1.66 0.00 5.1
12 2.49 4.00 5.0
16 4,16 12.00 4.9
20 8.33 16.00 u,5
24 12.49 20,00 3.9
28 16.66 32,00 3.8
32 33,33 36.00 3.8
36 37.49 40,00 3.8
) 50.00 44,00 3.8
by 52.49 48,00 3.8
48 €%,16 48,00 3.8 2.1y
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Figura (3.39).- Comportamiento de Trichoderma reesei 2416 en el medio
de cultivo nQ 2 (Hidrolizado + Sales Minerales).

Tabla (3.27).-

TIEMPO MAT. RED, pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (g/1).
. (.t) Xz
0 2.00 5.5
4 0.00 5.3
8 1.68 5.2
12 3.33 5.0
16 €.66 k.0
20 8.33 3.2
24 33.33 2.9
28 40,00 2.4
32 51.66 2.3
36 55.00 2.2
w0 75.00 2.1
Ll 76.66 2.1
48 80.00 2.1 1.54
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Figura (3.40).- Comportamiento de Trichoderma reesei 2416 en el medio

de cultivo nQ 3 (Hidrolizado + Sales Minerales +

Peptona).
Tabla (3.28).-
TIEMPO MAT. RED. PROTEINA pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (g/1).
() (%)
0 0.00 0.00 5.5 [
4 0.00 4,00 5.4
8 1.66 8.00 5.0
12 5.00 12,00 4.0
186 16,68 28,00 3.0
20 35.00 28,00 2.7
24 60.00 28.00 2.4
28 71.66 32.00 2.4
32 80.00 36.00 2.3
36 91.66 40.00 2.3
40 98,33 42.00 2.1
Uk 100.C0 43.00 2.3 2.61
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Figura (3.41).- Comportam1ento de Trichoderms reesei 2416 an el medio
de cultivo n? 4 (Hidrolizado + Peptona).

Tabla (3.29).-

TIEMPO MAT. RED. PROTEINA oH BIOMASA
(h). CONSUMI DA CONSUMIDA (9/1).
I (%) (%)

0 0.00 0.00 5.5

M 0.00 0.00 5.5

8 5.00 12.00 5.4

12 6.66 16.00 5.3
16 18.33 20.00 4,7

20 25,00 40.00 4.3

24 41.66 Lk,00 L.3

28 48,33 48,00 4.3

32 63.33 56.00 4.3

36 65.00 56.00 4.3

40 68.33 56.00 4,2

b4 81.66 56.00 L,2

I 86,66 56.00 4,2 3.20
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Figura (3.42).- Comportamiento de Trichodarma reesei 2416 en el medio
de cultivo n@ 5 (Hidrolizado + Sales Minerales +

Aminodcidos).
Tabla (3.30).-
| TIEMPO MAT. RED, pH BIOMASA
ch). CONSUMIDA (a/1).
(%)

0 0.00 5.5
4 0.00 5.5
8 0.00 5.5

12 ¢.00 5.5

16 0.0Q0 5.5

20 0.00 5.0

24 13.33 4.3

28 23.33 2.6

32 45.00 2.5

36 50.00 2.3

w0 55.00 2.3

Wy 58.33 2.5

48 65.00 2.5 3.90
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Figura (3.43).- Comportamiento de Trichoderma reesei 2416 en el medio
de cultivo n¢ 6 (Hidrolizado + Aminodcidos).

Tabla (3.31).-

TIEMPO MAT, RED. pH F BIOMASA
(hi. CONSUMIDA (g/1),
. (%)
0 0.00 5.5
U 0.00 £.5
;] 0.00 5.5
12 0.00 5.5
18 0.00 5.5
20 0.00 5.5
24 0.00 5.5
28 13.33 4.3
32 15.00 4.5
36 16.566 L.u
40 17.00 4.2
4y 38.33 L.2
Lg 39.00 4.2 2.49
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(3.44).~ Comportamiento de Trichoderma reesei 2416 en el medio

de cultivo n@ 7 (2 x Hidrolizado + Sales Minerales).

Tabla (3.32).-

TIEMPO MAT. RED. pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (g/1).
! (%)

0 0.00 5.5

4 $,33 5.4

8 10.83 5,2
12 12,50 5.9
18 21,83 3.7

20 25.00 3,0

24 28,00 2.8

28 30.00 2.6

32 32,50 2.5

36 35,83 2.3
B0 40,83 2.3
Ly 48,33 2.3
48 50.00 2.3 g.98
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Figura (3.45).- Comportamiento de Trichoderma reesei 2416 en el medio
de cultivo n2 8 (2 x Hidrolizado + Sales Minerales +

Peptona).
Tabla (3.33).-
TIEMPO MAT. RED. PROTEINA pH BIOMASA |
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (9/1).
. | (%) (%)
0 0.00 0.00 5.5
4 3.35 0.00 5.4
8 6.66 0.60 5.0
12 12.50 0.00 4.5
16 19.18 8.00 3.4
20 20,00 20.00 2.9
2k 20.83 24.00 2.9
28 21.66 32.00 2.8
32 35.83 40.00 2.7
36 40.83 48.00 2.4
40 58.40 60,00 2.4
4 67.49 68.00 2.4
48 68.33 80.00 2.4 1.71
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Figura (3.46).- Comportamiento de Trichoderms reesei 2416 en el medio
de cultivo nQ 9 (2 x Hidrolizado + Peptona).

Tabta (3.34),-

TIEMPO MAT. RED. PROTEINA pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (3/1).
(%) (%)
0 0.00 0,00 5.5
4 2.50 0.00 5.4
8 5.00 0.00 5.3
12 12.50 0.00 5.0
16 15.00 4,00 3.9
2 20.83 28,00 3.9
24 21,66 32.00 3.6
28 25.80 40.00 3.6
32 43.00 40.00 3.6
36 §5.00 40.09 3.6
Lo 56.66 40,00 3.8
by 65.00 40,00 3.5
ug 66.66 40.00 3.5 1.68
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Figura (3.47).- Comportamiento de Trichoderma reesei QM 9414 en e)
medio de cultivo n2 2 (Hidrolizado + Sales Minerales).

Tabla (2.35).-

TIEMPO MAT. RED, pH BIOMASA
(h. CONSUMIDA (¢/1).
| (%)
0 0.00
4 0.00
8 5.00 5.4
12 10,00
16 11.66 4,1
20 13,33 3.5
24 23.33
28 38.33
37 £8.33
36 91.66
40 98.33 3.2
44 100.00 3.2 2.02
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Figura (3.48).~ Comportamiento de Trichoderma reesei QM 9414 en gl

medio de cultivo nQ 3 (Hidrolizado + Sales Minerates

+ Peptona).
Tabla (2.35).-
TIEMPO MAT. RED, PROTEINA pH BIOMASA
(h. CONSUMIDA CONSUMIDA (s/1).
%) (x)

a g.ca 0.00 5.5

L 0.00 ¢.oe 5.3

8 1.66 4,00 4.6

12 25.00 28.00 3.7

186 38.33 L4 .00 3.0

20 48.33 52.00 2.6

24 63.33 60.00 2.6

28 73.33 60.00 2.6

32 91.68 60.00 2.6

38 85.00 60,00 2.6

40 100.00 50.00 2.9 3.15




~
| =)

1.

(=]

-
B
-
n
. -I

Figura (3.49).- Comportamiento de Trichoderma reesei QM 9414 en 8l

! ) i \ K I [ i ! f | [
8.0 o«
.
.
5.9) \xi ~.
* —~— o —@ — 8
\\\ e —0—t—t—o—
*
4.0
\*
3.0 \
Y *
\*
& \\\*
S —
2.0 i S *‘--..*
\ \*
\*
1.% *-\,*
T —
ph T fp e B ey e By

3 ) K3 i i Rl 1 i [ il i

-
4 8 12 i8 20 4 28 32 36 40 4y L8 Horas,
(@ ):pH. (% ):Mat. reductora. (@g/=ml). (% }:Proteinas, (g /ml}.

medio de cultivo n2 4 (Hidrolizado + Peptona).

Tabla (2.37).-

TIEMPO MAT. RED, PROTEINA PH BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (g/1),
| (%) (%)
| 0.00 0.00 5.5
u 0.00 10.00 5.3
8 18,33 20.00 5.2
12 30,00 20.00 5.0
1b 37.590 3n.00 4.7
20 50.00 56.00 4,6
24 55.00 68.00 4,6
28 61.66 72.00 4.8
32 63.33 76.00 L,6
36 66.66 84,00 L.6
40 70.00 84,00 4,7
Ly 75.00 84,00 4,7
Ly 78.33 84,00 4,7 3,00
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Figura (3.50).- Comportamiento de Trichoderma reesei QM 9414 en el
medio de cultivo nQ & (Hidrolizado + Sales Minerales
+ Aminoacidos).

TabTla (3.38).-

TIEMPO MAT. RED. pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (s/1).
. (%)
0 ¢.00
4 0.00
g8 0.00
12 5.00
16 6.66 .
20 16.66 .
24 31.66
28 65.00
32 91.66
36 98,33
40 99.16
44 100,00 . 3.0
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Figura (3.51).- Comportamiento de Trichoderma reesei QM 9414 en el
medio de cultivo nQ 6 (Hidrolizado + Aminodcidos).

Tabla (3.39).-

TIEMFO MAT. RED. pH BIOMASA
(h). CONSUMIDA (s/1).
[ (%) . .
0 0.00 5.5
4 0.00 5.5
8 0.00 5.5
12 3,33 5.1
16 5.00 4.5
20 6.66 4,7
24 25,00 4.7
28 61.66 4.7
32 66.66 4.7
36 91.66 4.7
40 98.33 4.7
44 100,00 4.7 1.93
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Figura (3.52).- Comportamiento de Trichoderma reesei QM 9414 en e)
medio de cultivo n® T (2 x Hidrolizado + Sales

Minerales).
Tabta (3.40).-

TIEMPO MAT. RED. pH BIOMASA

(h. CONSUMIDA (g/1).
(%)

0 5,00 5.5
b 0.00 5.3
8 7.50 £.5

12 12,50 5.5

16 16.8E 5.2

20 25.00 3.5

24 27.50 3.1

28 37.50 2.7

32 42.50 2.8

36 53.33 2.5

L0 62.50 2.5

bu 66.66 2.7

Lg 70.83 2.7 2.36
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Figura (3.53).- Comportamiento de Trichoderma reesei QM 9414 en el
medio de cultivo nQ 8 (2 x Hidrolizado + Sales
Minerales + Peptona).

Tabla (3.41).-

TIEMPO MAT, RED, PROTEINA oH BIOMASA

(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (g/1).
(%) (%) —

0 0.00 c.00 .5

4 0.00 0.00 .5
8 2.50 0.00 5

12 19,16 4,00 .5

16 25.00 20.00 Y

20 32.49 32.00 9

24 40,00 38.00 an

28 55,00 40,00 2

32 §7.50 44,00 0

36 75,00 48.00 9

40 76.66 48,00 q

Ly 77.50 48,00 5

48 79.16 48,00 6 2.66

ug Horas.
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14 en el
igura (3.54).~ Comportamiento de Trichoderma rease’ QM 94
Fied ( medio de cultivo n2 9 (2 x Hidrolizado + Peptona).

Tabla (3.42).-

TIEMPO MAT. RED. PROTEINA pH | BIOMASA
(h). CONSUMIDA CONSUMIDA (e/1).
(%) x)
0 0.00 0.00 5.5
" 0.00 0.00 5.5
8 2.50 0.00 5.5
12 20.00 0.00 5.5
16 25.00 4.00 5.3
20 32.50 20,00 4.5
24 35.00 60.00 44
28 42,50 B4.00 4.6
32 45.83 72.00 4.6
36 54.16 76.00 4.7
40 57.49 92,00 4.5
uy 59.16 100,00 4.5
uB 60.00 100.00 4.5 1.84
.
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MEDIO DE | TIEMPO DE | AZUCARES BIOMASA
CULTIVO CONSUMO CONSUMIDOS | PRODUCIDA

(h). (%) 9/1.
2 48 80.00 1.54
3 44 100.00 2.60
4 48 86.66 3.19
5 48 65.00 3.90
6 48 39.00 2.49
7 48 50.00 0.98
8 48 68.33 1,71
9 48 66.66 1.68

Tabla (3.55).~ Comportamiento de 7. reesei 2416 en distintos medios de
cultivo.

.
MEDIO DE | TIEMPO DE AZUCARES BIOMASA
CULTIVO CONSUMO CONSUMIDOS | PRODUCIDA

(h). (%) 9/1.

]
2 48 25.00 0.53
3 44 43.33 1.95
4 48 38.33 2.35
5 48 53.33 3.15
6 48 31.66 1.89
T 48 28.33 0.66
8 48 36.66 0.96
9 48 41.66 5.08
]

Tabla (3.56).- Comportamiento de Ch. globosum 2103 en distintos medios
de cultivo.
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MEDIO DE | TIEMPO DE | AZUCARES BIOMASA
CULTIVO CONSUMO CONSUMIDOS | PRODUCIDA
(h). (%) g/1.
2 48 33.33 1,11
3 48 100.00 2.75
4 48 66.66 2.85
5 48 100.00 2.04
6 48 86.60 1.99
7 48 30.00 0.80
8 48 91.66 3.78
9 48 64.16 2.14

cultivo.
MEDIO DE | TIEMPO DE | AZUCARES BIOMASA
CULTIVO CONSUMO CONSUMIDOS | PRODUCIDA
(h). (%) g/1.
2 44 100.00 2.02
3 40 100.00 3.15
4 48 78.33 3.00
5 44 100.00 3.04
6 44 100.00 1.93
7 48 70.83 2.36
8 48 79.186 2.66
9 48 60.00 1,84

de cultivo.

Tabla (3.57).- Comportamiento de 7. reesef 2415 en distintos medios de

’

Tabla (3.58).~ Comportamiento de 7. reese’ QM 9414 an distintos medios




178

MEDIO DE | TIEMPO DE | AZUCARES BIOMASA
CULTIVO CONSUMO CONSUMIDOS PRODUCIDA
(h). (%) a/1.
2 44 100.00 2.42
3 48 100.00 2.65
4 48 100.00 2.64
5 44 100.00 2.99
6 44 100.00 3.00
7 48 100.00 3.64
8 40 100.00 2.56
9 44 100.00 3.00

Tabla (3.59).- Comportamiento de 7. harzianum2413 en distintos medios
de cultivo.



CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES

MEDIO DE CULTIVO 8 MEDIO DE CULTIVO 10
. AzGcares Reductorea (g} . Azicares Reductores [g/1).
84 aJ
B ] B
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31 3
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Tlempo (h}. Tlempo {h).
Agitacion Agitadien
~*- 300 rp.m. *EC0rpM 700 r.pm. 300 rpm S BOQTr.pm. T 700 r.p.m.

Figura (3.43).- Efecto de la agitacién en el consumo de la fuente de
carbono por T. reesef QM 9414 en dos medios de
cultivo con distinta concentracién de fosfatos, en
fermentador en culitive en batch.
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desrepresidn catabdlica de 1a biomasa flngica producida, biomasa que
serd destinada a la produccién de celulasas.

Tras seleccionar ta fuente de nitrégeno, el medioc de cultivo y la
Relacidén C/N mds adecuada en este, se procedid a estudiar el efecto
de lTa agitacién sobre la velocidad de consumo de la fuente de carbono
para mejorar la misma. Se utilizé para tal fin un fermentador de
1.500 m1 de capacidad para el cuitive en batch de 7. reesei QM 9414,
se mantuvieron las mismas condiciones de pH inicial y temperatura que
tas utilizadas en los sstudios efectuados con agitacidén orbital.

Se efactuaron diversas experiencias modificando el régimen de
agitacioén (300, 500 y 700 r.p.m.), efectuando determinaciones de pH,
azlcares reductores y biomasa a intervalos de 2 horas durante un
periodo de 24 horas.

En la Figura 3.43 se muestran los resultados obtenidos con cada
agitacion.

Una vez comprobado el efecto positivo de la agitacion sobre
el consumo de la fuente de carbono, se observd que el aumento en la
velocidad de la misma lleva consigo una acidificacién del medio de
cultivo, plantedndose entonces si esta disminucién en el valor del pH
era la responsable o no del aumento en la velocidad del consumo de la
fuente de carbono.

Para comprobar esta hipdtesis se disefi¢ &1 medio de cultivo
n2 10 que quintuplicaba la concentracitén de fosfato bipotdsico del
medio de cultivo n2 3 (1 g/1.), ejerciendo de esta forma un efecto
amortiguador mAs grande frente a la acidificacién del medioc de
cultivo.
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E1l valor de pH dsl medio de cultivo se ajustd a 5.5
efectudndose en é1 las mismas determinaciones gue las descritas en el
apartado anterior en el medio de cultivo n@ 3.

En la Figura 3.44 se muestran 10s efectos del aumento de la
concentracién de fosfato bipotédsico en el medio de cultivo sobre 1a
velocidad de consumo de la fuente de carbono.

En la Figura 3.45 se muestra graficamente la evolucién de la
asimilacién de la fuente de carbono en los medios de cultivo frente a
sus respectivos valores de pH.

En la Tabla 3.60 se muestran los valores de azicar residual,
pH v biomasa alcanzados tras doce horas de cultivo.

Con estas experiencias se observé que la disminucidén del
valor de pH en el medio parecia ser la causa del aumento de la
velocidad de consumo de la fuente de carbono. Para confirmar estos
datos, se midié el consumo de azlOcares reductores por parte de 7.
reesef QM 9414 a distintos valores de pH. Para ello se tampond el
medio de cultivo a valores de pH entre 2.5 y 5.5 manteniéndose estos
valores a 1o largo de todo e] ensayo. Tras 24 horas de cultivo en
matraces de 250 ml1 en agitacién orbital (250 r.p.m.), se obtuvieron
1os resultados gue se muestran en la Figura 3.46.

En ta Tabla 3.61 se muestras los valores de pH, biomasa y
azlcar consumida al fipnal del proceso, asi como las constantes
cindéticas obtenidas para cada valor de pH.

Estas experiencias confirmaron que es el pH y no la
disponibilidad de oxigeno 1la responsable final del aumento en la
velocidad de consumo de 1a fuente de carbono.

En la Figura 3.47 se muestra la Relacidén entre los valores
de pH del medic y la tasa especifica de crecimiento (u).
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batch.

281



e  —

Medio 10. 300 rp.m.
& g/L. de Fosfato Bipotasico.

Axismrey Fachuctores (gA]. A

O« N o s BN
———

PO S T T G o
o 2 4 #& £ VW RV U W W 0 N MU

Tiampa (h).
l—-—mm —=-pt

Medic 10. 700 rpm.
5 g/L de Fosiato Bipotisico

Anxoscen Paductores (gA]. .

Q - L] W@ =~ O o -
t T T T

-y JrE— L i A

TR ST W
a 8 VW r” U W W X 22 %

Tiempo {h).

]
N R
-~

Eret———y

e S S S D S S S S
g 2 4 8 B W0 12 4 W W 0 T 24

Tiampa (N},

Figura (3.45).- Evolucidn del consumo de azicares reductores y pH de
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T. reesel QM 9414 en dos medios de cultivo modificando
el régimen de agitacién, en fermentador en cultivo en
batch.
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MEDIO DE R.P.M. | AZUCARES VALOR DE
CULTIVO CONSUMIDOS pH FINAL
a/7.
300 2.10 3.6
3 500 3.00 3.2
700 5.33 2.5
300 1.85 4.3
10 500 2.33 3.5
700 3.15 3.3

Tabla (3.60).- Influencia de los valores de pH en la asimilaci6n de
1a fuente de carbono por 7. reesei M 9414 tras 12
horas de cultivo en Fermentador en Batch a 289C con 1
volumen de aire por litro de medio de cultivo por
minuto.



185

PARAMETROS CINETICOS
Agitacién Orbital (250 r.p.m.)

0.8

0.6 -

0.4

0.2 1

O_I

3.0 a.5 4.0 4.5
pH [nicial.

M (Tasa de Crec.) a(Cons. Especlflce) EZZ3 Y{Rendimlento)

Flgura (3.46).~ Constantes de crecimientoc de 7. reesaf QM 9414
tamponando el medio de cultivo a distintos valores de

pH.
=) 1
AZUCARES
VALOR DE BIOMASA CONSUMIDOS Y u q
pH | a/1. g/1. 9/9. 1/h. g/9.h
2.5 1.41 3.00 0.470 0.073 0.155
3.0 2.21 4.30 0.513 0.090 0.175
3.5 2.91 4.40 0.661 0.114 0.172
4.0 3.51 4.50 0.780 0.126 0.169
4.5 2.30 3.10 0.741 0.115 0.155
5.0 1.81 2.75 0.650 0.086 0.119
5.5 1.19 2.10 0.520 0.062 0.119
.

Tabla (3.61).~ Efacto de los valores de pH socbre 1a metabolizacidn de
1a fuente de carbono y la produccién de biomasa.
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Se calculé la energia de mantenimiento celular de 7. reesei
QM 9414 para poder conocer la energia que dedica este microorganismo
al crecimjento y Tla destinada a mantener sus estructuras Yy su
maquinaria metabdlica, En la Figura 3.48 se representa graficamente 1a
obtencién de la misma.

3.8.3.- Efecto de l1a Fuente de Nitrégeno.

Para comprobar nuevamente el efecto de la adicidn de peptona
frente a las sales minerales sobre 81 consumo de 1a fuente de carbono
por parte de T. reesei! QM 9414, y producir biomasa abundante, se
sustituyé la peptona como fuents de nitrégeno orgédnico, por una
inorgénica como el nitrato aménico en la misma proporcidn, manteniendo
constantes el resto de los componentes del medio de cultivo.

Las condiciones utilizadas en este proceso, fueron
seleccionadas a partir de los resultados obtenidos en apartados
anteriores,

En 1a Figura 3.49. se muestra la evolucién de la asimilacién
de la fuente de carbono, la produccidén de biomasa y la variacion del
pH a lo largo de todo el proceso, utilizande tanto nitrato aménico
como peptona como fuente de nitrégeno.

3.9.—- CINETICA DE CRECIMIENTO DE T. REESEL QM 9414. EN CONDICIONES
OPTIMAS.

Tras analizar Jla 1influencia de cada uno de los parédmetros
aestudiados en el apartado (3.8). Se determinaron las condiciones y los
pardmetros c¢inéticos que permitieron la mejora en &l consumo de Jla
fuente de carbono y la produccidén de biomasa.

En la Figura 3.50, se muestra la cinética de crecimientoc de
T. reesei QM 9414, para las mejores condiciones de cultivo.
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RELACCION ENTRE u y EL pH.

L({Tasa especifica de Crecimiento)

0.14

G112

0.1

0.08

0.08 r= 0.992
A= -0.018

0.04r B= 0.036

Q.02

0 - '
2.5 3.0 3.5 4.0

pH=1/1og{H+)

Figura (3.47).- Relaccion entre las tasa especificas de crecimiento de
T. reesei QM 9414 cultivado en batch a distintos
valores de pH,

CALCULO DE LA ENERGIA DE MANTENIMIENTO
DE T. REESEI QM 9414

7Y {9/8).
5}

1/Yy = 0.208
g

0 2 4 6 8 10 12 14
1/u (h).

Figura (3.48).- Cdlculo de Ta energfa de mantenimiento de 7. reesei QM
9414 en cultivo en batch.



NITRATO AMONICO 2.5 g/I. pH 4.0 PEPTONA 2.6 g/I. pH 4.0
28*C 5600 r.p.m. 28°C 500 r.p.m.

/1 H A H
7 g p 5 g p

o o ~
R

R W .

0 L] i ] 1 - i LY A L] i 1 0 o i LY 1 1 1 ) I | Y ] 1 0
[¢] 2 4 8 8 10 2 14 18 B8 20 22 24 2 4 8 8 10 12 t4 18 8 20 22 24
Tlempo (h}. Tiempo {h).

—— Az(cares Reductorea —*pH. —* Biomasa —+— Azi(cares Reductores —*—pH. —= Blomasa

Figura (3.49).~ Comportamiento de 7. reesei QM 9414 a 500 r.p.m. en

cultivo en batch en fermentador con distintas fuentes
de nitrégeno.

88T
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En la Tabla 3.62, se muestran comparativamente los valores de los
parametros calculades en las condiciones mas significativas.

3.10.— ESTUDIOS DE CONSUMO DE LA FUENTE DE CARBONO POR RESPIROMETRIA.

Para poder efectuar comparaciones a través de distintos métodos del
efecto del pH sobre 1la asimilacién de 1la fuente de carbono por
7. reesei QM 9414, fueron empleadas técnicas respircmétricas. Con
estas técnicas mucho més sensibles que la valoracidn de azucares, se
determind 1a capacidad respiratoria del micelio metabdlicamente activo
de 7. reesef QM 9414, extrafido de un cultivo en la fase exponenciai.

El micelto fue resuspendido en tampdn acetato con valores de pH de
2.5, 3.0, 3.5, 4.0, vy 4.5,

Posteriormente, se dispusc este micelio en las vasijas del aparato
de Warburg y se les dio un pulso de glucosa {6 ¢/1.), de 0.5 ml,
midiéndose a continuacidén el oxigeno consumido en el proceso

respiratorio.

En la Tabla 3.63, se muestran los valores de oxigenc consumido
ocbtenidos frente a Jlos distintos valores de pH empleados en los
distintos intervalos de tiempo.

En 1a Figura 3.51, se calcula graficamente }a velocidad de consumo
de oxigeno para cada valor de pH, vy en 1a Tabla 3.64, se muestran los
mismos.

En la Tabla 3.65, Se muestran las tasas especificas de consumo de
oxigenc obtenidas para cada valor de pH.

En Ya Figura 3.52, se representa esquemédticamente 1a Relacidn entre
g0, vy la concentracidn de protones del medio de cultivo,
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MEDIO DE pH u q Y

CULTIVO INICIAL 1/h. g/9.h 9/9.
3 5.5 0.100 0.162 0.615
3 4.0 0.183 0.233 0.782
11 4.0 0.041 0.143 0.285

Tabla (3.62.).- Pardmetros cinéticos obtenidos con los mejores
medios de cultivo en las mejores condiciones de

crecimiento.



CURVA DE CRECIMIENTO DE T. REESE!I QM9414
EN CONDICIONES OPTIMAS

Biomasa {g/l). FRaiz Cubica de la Biomasa (g/l}.

10

Lo 1l
T
]

—
14(
= W‘[—
— —
O

T i 1 T T L T T . O

I
z 4 o) 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (h).

— Modelo Exponsancial —*— Modselo Raiz CubicaJ

Figura (3.50).- Cinética de crecimiento de T. reesei QM 9414 para las
mejores condiciones de cultivo aplicando los modelos
de crecimiento exponencial y en raiz cubica.

TeT
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CONSUMO DE OXIGENO A DISTINTOS
VALORES DE pH.

Oxigeno Consumido {mMolas).

0.008

0.002

0 0.5 10 1.5 2.0 2.5 3.0
Tlempo (h).

—+—pH25 ~*pHB30 —SB-pHB5 —*pH40D —9pH 45

Figura (3.51).- Velocidad de consumo de oxigeno de T. reesei QM 9414
a distintos valores de pH.

VALOR DE
pH 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
!
TIEMPO Oxjgeno Consumido
(h). mMoles.

( 0.00 0.0000 0.0000 0.0000 0.0800 0.0000
0.50 3.50 E-4 9.98 E-4 8.84 E~4 2.45 E-3 2.83 E-3
1.00 6.41 E~4 1,44 E-3 1,73 E~3 3,74 E-3  3.53 E-3
1.50 9.56 E-4 1.92 E~-3 2.35 £-3 5.13 E-3 5.46 E-3
2.00 1.27 E-3 2.39 E-3 3.51 E-3 7.31 E-3 7.06 E-3
2.50 t.58 E~-3 3.22 E~-3 5.08 E-3 7.18 E-3 7.09 E-3
3.00 1.93 E~3 3.14 E-3 5,90 E-3 7.16 E-3 7.11 E~-3

- |

Tabla 3.63.- Efecto del valor de pH en el consumo de oxigeno por parte
de T. reesei QM 9414,



RELACCION ENTRE LA TASA ESPECIFICA DE
CONSUMO DE OXIGENO Y LOS VALORES DE pH

o Ln g(Oxigeno){mM/g.h)

_05 -

r= 0.990

2.5 8.0 3.5 4.0
pH=1/log(H+)

Figura (3.52).- Relacidn entre las tasas especificas de consumo de
oxigeno de T. reesei QM 9414 a distintos valores de

pH.

g61
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VALOR DE A B r

pH

2.5 1.80 E-5 6.30 E-4 0.999
3.0 3.75 E-4 1.07 E-3 0.990
3.5 -3.86 E-4 2.07 E-3 0.991
4.0 -8.65 E-4 3.19 E~-3 0.9591
4.5 -7.65 E-4 3.10 E-3 0.993

1o =11

Tabla 3.64.- Coeficientes de las ecuaciones de regresién para los
distintos valores de pH.

y= BX+ A
donde
A: Ordenada en el origen.
B: Pendiente de l1a recta. (Velocidad de consumo de oxfigeno
expresada en mMol/h.).
r: Coeficiente de Correlacidn.
VALOR DE
pH 2.5 3.0 3.5 4,0 4.5
BIOMASA
g 0.0121 0.0128 0,0112 0.0116 0.0128
q02
mMol/g/h § 0.0520 0.0835 0.1848 0.2750 0.2420

Tabla 3.65.- Biomasa responsable del consumo de oxfgeno en cada
matraz, v tasas especificas de consumo de oxfgenc
obtenidas para cada valeor de pH con estas biomasas.
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3.11.- MODELOS MATEMATICOS QUE DESCRIBEN EL CRECIMIENTO DE T. REESEI
QM 9414, EN CULTIVO SUMERGIDO.

Para determinar la forma en la que se desarrolla el micelio de
7. reesei QM 9414 en cultivo sumergido, se efectuaron distintas
experiencias en fermentador en cultivo en batch, frente a distintas
condiciones de agitacidn, pH, adicién de nutrientes etc...

Durante todo el periodo de crecimiento se extrajeron muestras de
20 ml. para determinar 1la biomasa presente en el cultive en cada
memento.

Los resultados que se obtuvieron se ajustaron a los modelos
mateméticos descritos por Moncd en 1942 y Pirt en 1966,

Los datos que se obtuvieron para las distintas condicionas se
muestran graficamente en las Figuras 3.53 y 3.54.

En ta Figura 3.55, se muestra la distribucidén estadistica de los
coeficientes de correlacién obtenidos al ajustar 1los datos
experimentales a cada uno de los modelos de crecimiento.

En la Tabla 3.66, s& muestran los parédmetros cinéticos obtenidos
para cada una de las condiciones ensayadas.

En las Figuras 3.56.1y 3.56.2, se muestra a microscopia éptica el
crecimiento de 7. reesei QM 9414, frente al de Chastomium globosum
2103, Asi mismo esn las Figuras 3.57.1 y 3.57.2, se muestra con més
detalle dicho desarrcollo a microscopia electrdnica de barrido,
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DISTRIBUCION DE LOS COEFICIENTES DE
CORRELACION ENTRE LOS MODELOS

(%}
100

g0
8o
701
80
60
40
30
20
10

1.00 0.99 0.98 0.97 0.96
Coeficientes de Correlacion.

I Modelo Logaritmico Modelo Raiz Cubica

Figura (3.55).- Distribucidn de los coeficientas de correlacisén de las
rectas obtenidas ajustando 1os datos del cracimiento
de 7. reesel QM 9414 a dos modelos de crecimiento.

[ 1 g/1 Fosfato Bipotdasico 5 g/1 Foefato Bipotdsico pH
Inficial
AGITACION ~ H{h-1) | Y(s/9) r ql{g/9.h} uih-1} Y{a/9) a(g/g9.h)
300 r.p.m. 0,028 0,166 0.156 G.104 g.9854 0.082
0,083 0.645 0.0987 0.032 0,348 0.092 5.5
0,055 0.363 0.999 0.164 0.4980 0.170
500 r.p.m. 0,100 ¢.615 0.162 Q.107 Q.714 0.149 5.5
0.027 0,880 0.038 9.102 0.222 0.459
Q.048 ¢.188 0.285 0.094 0.850 0.114
700 r.op.m. 0.024 0.200 0.120 0.225 0.513 D, 438 5.5
0.049 0,538 0,091
500 r.p.m. 0.183 0.783 Q0,223 4.0
| L I

Tabla (3.66).- Parametros cinéticos obtenides a partir de dgistintas condiciones
de cultivo utilizando 7. reesei QM 9414,



MODELO RNZ CUBICA WMODELD AAIZ CUBICA MODELO RAIZ CUBICA

300 r.p.m. MEDIO DE CULTIVO 3 500 rp.m. MEDIO DE CIATIVO 3 700 rp.om. MEDIO DE CULTIVO 3
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Figura (3.53).- Cinéticas de crecimiento de T. reesei QM 8414 en
distintas condiciones de cultivo ajustadas a los
modelos de crecimiento exponencial y en rafz cibica
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Figura (3.54).- Cineticas de crecimiento de 7. reesei QM 9414 en
distintas condiciones de cultivo ajustadas a los
modelos de crecimiento exponencial y en raiz cabica.
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Figura (3.56.1).— Pellet que desarrolla Trichoderma reesei QM 9414 en
cultivo sumergido.

Figura (3.56.2).- Pellet desarrollado por Chaetomium globusum 2103 en
cultivo sumergido.

Yo
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Figura (3.57.1).- Detalle del micelio de Trichoderma reesei QM 9414
mostrando las hifas disgregadas.

' {narn WD14

Figura (3.57.2).- Detalle de los peritecios de Chaetomium globosum
2103, responsables del crecimiento en pellet denso

del mismo.
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3.12.— PRODUCCION ENZIMATICA.

3.12.1.- Ensayos previos con distintas sustancias (Inductores y
Represores).

Con el fin de determinar el comportamiento de 7. reesei
QM 9414, frente a distintas fuentes de carbono descritas como
potenciales Jinductores y represores del complejo enzimdtico
celulolitico, se 1lavaron a cabo diversos ensayos en matraz donde el
hongo filamentoso fue crecido en el medio de cultivo nR 3 a pH 4.0
segun a1 procedimiento descrito en el apartado (2.11.1.).

Tras concluir la fase de crecimiente, se procedié a la
incorporacién de las distintas sustancias a ensayar, ajustando
nuevamente el pH a su valor inicial de 4.0 y tomando muestras cada 24
horas durante un periodo de 264 horas, determinando gluccsa libre y
las actividades endoglucanasa, exoglucanasa, R-glucosidasa y 1la
actividad de papel de filtro (F.P.A.)

E1 interés de esta experiencia radicé en que ademds de
conocer los valores de las distintas actividades que conforman el
complejo celulolitico sobre cada sustrato empleado, conocer en que
periodo de tiempo se producen y cuales son los valores mdximos de
actividad.

Las sustancias empleadas fueron:

- Glucosa. - C.M.C, - Avicel.
- Celobiosa. - Paja. - Papel de Filtro.

Todas ellas a una concentracién final de 2.5 g/1.

Con los resultados obtenidos tras 11 dfas, y que aparecen en
ta Figura 3.58, puede observarse que tanto la glucosa, celobiosa y la
carboximetilcelulosa resuttan sustancias represoras de la sintesis del
complejo enzimdtico celulolitico. Con glucosa y celobiosa 1os niveles
de actividad durante todo el ensayo estdn proximos a cero, tanto



ACTIVIDAD ENDOGLUCANASA ACTIVIDAD EXOGLUCANASA

UAE./mi, UAE. /mi,
0.3 G5
G.26
a2
0.16
[+ R
0.06
0 L L i . 1 L 1
o] 24 48 72 98 120 144 1188 162 298 240 264 0 24 48 72 08 120 144 188 W2 218 240 264
Tiempo {h).. Tiempo {h).
— Glucoss —+ Cpioblosa —— Avlgel — Giuwose —— Celobloss —*— Avioei
—8— Carboximgtiicelulcse™— Pajs —&— Papei de Flitro =8- Carpoximetipeiuloss™— Paje —— Pepel de Flitro
ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA ACTIVIDAD DE PAPEL DE FILTRO
UAE/mt F.P.A./ml
0.8 Ch—
o6 G4
08
041
2
ce
0.2} 3
0.1
0 5 ' 0 — 1 Ml N . r ik o
o 24 48 72 88 120 144 168 192 218 240 264 o] 24 48 72 58 120 144 188 182 218 240 284
Tiempo (h} Tiempo (h).
— Glucose —— Ceioblosa —%= aylaal — Gluaosa ~+ Caloblosa —*— avlcel
- Catoxtmathoslulosa —*— Paja —— Papel da Filtro —8- Carpoximatioeivioge™ Paja —4- Peapel de Flitro

Figura (3.58).- Comportamiento de las distintas actividades del
compliejo celulolitico de 7. reesei QM 9414 sobre
distintas fuentes de carbono.
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cuando se determina la actividad del complejo total (Actividad de
papel de filtro F.P.A.), como cuando se determinan las actividades de}l
complejo por separado (Endoglucanasa, Exoglucanasa, B-Glucosidasa).

ta carboximetilcelulosa si bien no produce induccién del
complejo enzimadtico completo si muestra ciertos niveles de induccién
sobre la actividad endoglucanasa (aungue muy bajos 0.05 U.A.E./ml.)
tras 24 horas de la adicidn de dicha sustancia.

La paja de alfalfa, aunque no manifiesta una capacidad
inductora notable scbre el complejo enziméatico, resulta ser un
sustrato mds adecuado que los anteriores, alcanzando (0.07 F.P.U./m1).
a las 96 horas de haber sido adicionado al medio de cultivo, frente a
las (0.0% F.P.U./ml), obtenidas con glucosa y las (0.00 F.P.U./ml),
con celobiosa y carboximetilcelulosa en el mismo intervalo de tiempo.

Analizando Tos niveles de actividad enzimatica de los
compenentes del complejo por separado, estos fueron superiores a los
alcanzados al medir la actividad total de los mismos (F.P.A.).

Endoglucanasa (0.135 U.A.E./ml.), Exoglucanasa (0.110
U.A.E./m1.), B-Glucosidasa (0.080 U.A.E./m1.) (ver Figura 3.58) todas
ellas medidas a las 96 horas .

E1 papel de filtro resulta ser un buen inductor, pues a las
96 horas de incubacién se obtienen niveles de F.P,A. de (0,370
F.P.U./m1), que se mantienen hasta las 240 horas de incubacidn.

Las actividades individuales del complejo También
experimentan un aumento frente & T1os anteriores sustratos,
Endoglucanasa (0.230 U.A.E./mi.) a 1as 168 horas. Exoglucanasa (0..190
U.A.E./m1.) También a 1las 168 horas, y B-Glucosidasa (0.330
U.A.E./m}.) a las 96 horas.

En cuanto al Avicel, resulta ser un muy buen inductor del
compleio celulolitico. El1 perfil de actividades enzimdticas que se
obtiene con &1 a lo largo del tiempo es muy similar al obtenido con el
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papel de fittro como fuente de carbono, aunque las activides
enzimédticas obtenidas con el avicel sestédn ligeramente por encima de
las del papel de filtro. F.P.A. (0.390 F.P.U./ml1.) a las 96 horas;
(0.450 F.P.U./m1.) a las 168 horas. Endoglucanasa (0.170 U.A.E./ml1.)
a las 96 horas y (0.180 U,A.E./ml.) a las 168 horas, valores que se
mantienen hasta las 264 horas.

Exoglucansasa {0.185 U.A.E./ml.) a las 96 horas y (0.231
U.A.E./m1.) a las 168 horas. p-Glucosidasa (0.390 U.A.E./m].) a las
96 horas y (0.460C U.A,E./m1.) & las 168 horas.

En general, puede observarse con 10s resuitados obtenidos gue
los méximos valores de actividad enzimdtica, tanto para ta actividad
total del complejo, como de sus componentes por separado se cbtuvieron
en un intervalo de tiempo entre las 96 y las 168 horas después de la
incorporacién de estas sustancias al medio de cultivo.

3.12.2.- Ensayos coh Papel de Filtro y Avicel: Estudic de la
Induccién del Complejo Celulolitico,

De acuerdc con los ensayos antarioras, se obtuvieron das
sustancias con un elevado potencial inductor del complejo
celulolftico:

- Avicel. - Papel de Filtro.

Utilizando este Gitimo, se obtuvteron niveles de actividad
enzimatica elevados, tanto del complejo enzimatico total (F.P.A.),
como de cada una de las actividades enzimdticas del mismo
(Endoglucanasa, Exoglucanasa, B-Glucosidasa.).

E1 problema que presentd el empleo de avicel en la produccidn
de celulasas, consistié en su elevado coste, 1o que le hace poco
aconsejable para ser empleado industriaimente.

8a efectuaron nuevos ensayos segln 1as condiciones descritas
en el apartado (2.15.1.), pero utilizando tan s610 papel de filtro, y
avicel como control de la induccidn.
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Con estas experiencias se pretendidé determinar las
condiciones 6ptimas de produccion del complejo enzimdtico celulolitico
con estos dos inductores: el papel como sustrato que puede ser
utilizado a gran escala, y el avicel come control, considerédndoloc un
buen inductor. Para ello, se determinaron todas las actividades
enzimaticas del complejo celulolitico, tanto juntas (F.P.A.) como por
separado.

3.12.2.1.- Pretratamiento Fisico del Inductor.

Con el fin de facilitar el contacto entre el papel de
filtro y el compliejo enzim&tico, mejorando asi el atague de esta
Gltimo, se someti6é al papel de filtro a un pretratamiento fisico que
permitiera la disgregacién de las fibras que 1o componen, logrando asi
un aspecto algodonoso. Apartado (2.14.1.).

Como control se utitizé en el ensayo Avicel vy papel de
filtro Watman 1, cortado en discos de € mm de didmetro frente al papel
de filtro pretratado.'’

Los resultados que se obtuvieron, se 1indican an la
Figura 3.59

Con Tos datos obtenidos, se observa que tras 48 horas
de incubacién (después de la adicién de los sustratos), se aprecia una
fuerte induccidén del complejo celulolitico (F.P.A.) con valores de
(0.130 F.P.U./m1.) (ver Figura 3.58) utilizando papel de filtro
cardado® frente a las (0.011 F.P.U./ml.,) alcanzadas con papel de
filtro y tas (0.020 F.P.U./ml,) del avicel en el mismo tiempo. Esto
supone un aumento en la actividad empleando papel de filtro cardado

'como sinénimo de Papel de Filtro Pretratado Fisicamente, se utilizard
de ahora en adelante &1 nombre de Papel de Filtro Cardado, o solamente Papel
Cardado.

?El papel de filtro cardado es sinénimo de papel de filtro pretratado
fisicamente. De ahi que se haga alusidén a este nombre por &l aspacto que
presenta dicha sustancia despuds del pretratamiento. Asi misme, recibe el
nombre de papel de filtro el sustrato sin pretratamiento fisico.
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del 1181% respecto a la actividad F.P.A. alcanzada con el papel de
filtro y de un 650% respecto a la actividad alcanzada con &1 avicel,

Tras 168 horas, tanto con avicel como con papel de
filtro cardado se alcanzan valores de actividad enzimitica similares
(0.296 F.P.U./ml1.) para el avicel y ligeramente mds bajos para el
papel de filtro cardado (0.289 F.P.U./mi1.).

Al analizar por separado el comportamiento de cada uno
de los componentes del complejo enzimdtico se observa que la
endoglucanasa es el primer enzima que se 1induce en niveles
significativos., Asf mismo, se aprecia un retraso en el tiempo de
induccion de la misma cuando se emplea papel de filtro como sustrato;
se alcanzan vatores de (0.153 U.A.E./m1.) a las 48 horas, mientras que
con el papel de filtro cardado se obtiens el méximo de actividad
(0.142 U,A.E./ml1.) a tas 72 horas, miantras que con avicel esto
ccurre a la 120 horas.

En cuatquier caso el papel de filtro bajo cualquiera de
las dos formas ensayadas resulita ser mejor inductor para la actividad
endoglucanasa en estas condiciones que el avicel.

Asi mismo, y a la vista de los resultados (Figura
3.59), parece ser gque ta actividad exoglucanasa posee un tiempo de
induccidén mas Jargo, el madximo nivel de produccidén se logra con papel
de filtro cardado a las 168 horas (0.174 U.A.E./m].) seguido en este
tiempo por al avicel con (0.145 U.A.E./m1.) y las (0.085 U.A.E./ml.)
del papel de filtro.

Todo elto supone un incremento del 120% de la actividad
del papel de filtro cardado frente al avicel y de un 209.3% frente al
papel de filtro. De esto se desprende que el papsl de Tiliro cardado
mejora considerablemente la induccién de la exoglucanasa con respecto
al avicel y al papel de filtro.

Con 1a actividad B-Glucosidasa ocurre algo similar a lo
que sucede con la actividad exoglucanasa; los valores maximos de
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actividad se alcanzan a las 168 horas tras la adicién de Tos sustratos
inductores, resultando ser los mas elevados 1os alcanzados con pape}l
de filtro cardado (0.268 U.A.E./ml1.) frente a las (0.207 U.A.E./ml.)
obtenidas con avicel y las (0.127 U.A.E./ml.) obtenidas con papel de
Filtro.

Ello presupone un incremento en actividad conh el papel
de filtro cardado del 129% respecto al avicel y del 211% respecto al
papel de filtro.

De forma general, y exceptuando 1la actividad
endoglucanasa puede considerarse que con el papel de filtro cardado se
obtienen valores de actividad méds elevados (en general) seguido a
continuacidén por e1 avicel , empleado como control de induccién y por
Gltimo el papel de filtro, que si bien presenta niveles de actividad
aceptables, nunca se elevan por encima de los alcanzados ¢on 1los
anteriores sustratos.

3.12.2.2.- Pretratamiento Quimico del Inductor.

Con objeto de favorecer la accesibidad del compiejo
celulolitico sobre el inductor, este fue sometidc a un tratamiento con
hidréxido sédico al 1% en caliente, Su misién fue alterar 1la
estructura cristalina de la celulosa transformé&ndola en otra, més
amorfa y por tanto mucho mas accesibie por las celulasas.

Las sustancias tratadas fueron:
- Pape] de Filtro.
- Papel de Filtro Cardado.

~ Avicel.

Los resultados obtenidos en la produccion del complejo
enzimdtico bajo estas condiciones se indican en la Figura 3.60.
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3.12.2.2.1.- Papel de filtro.

Al determinar el efecto del pretratamiento quimico
sobre la actividad de papel de filtro (F.P.A.} se observa que dicho
efecto resulta ser positivo (comparar las Figuras 3.59 y 3.60), pues
parmite que la actividad aparezca antes que si no se efectla el
tratamiento. En este punto resulta interesante resefiar que los valores
de actividad con sustratos dinductores pretratadosg, permanecen por
encima de los obtenidos emplaando papel de filtro sin pretratar hasta
Tas 120 horas, y que por encima de este tiempo, se disparan los
niveles de actividad empleando el inductor sin pretratar.

En cuanto a la actividad endoglucanasa, parece que el
pretratamiento del inductor resulta negativa para la misma (Comparar
estas actividades en las Figuras 3.59 y 3.60), en las primeras 24
horas de cultivo, ya se experimenta una pérdida de actividad del 40.6%
respecto a los valores del inductor no pretratado.

En la actividad exogiucanasa, no se aprecia ningun
efecto positive con el pretratamiento, obteniéndose niveles de
actividad similares con o sin &1 (Figuras 3.59 y 3.60).

Con la actividad B-glucosidasa suc¢ede algo similar, la
unica diferencia radica en que la produccién enzimidtica con el
inductor pretratado se origina de una forma progresiva, mientras que
con el inductor sin pretratamiento, esta actividad se dispara entre
las 144 y las 168 horas en los dos casos, y transcurridas 168 horas
tos niveles de actividad enzimatica son muy similares.

3.12.2.2.2.- Papel de Filtro Cardado.

E1 pretratamiento del papel de filtro cardado, origina
un ligero aumento de la actividad total del compiejo enzimético
(F.P.A.), (comparar Figuras 3.59 y 3.60). Tal y como sucede al papel
de filtro, este aumento de actividad es progresivo vy se produce por
encima de las 72 horas de incubacion.
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A las 120 horas, se obtienen (0.110 F.P.U./mi.) cuando
no se pretrata el sustrato y (0.153 F.P.U./ml.) con pretratamiento.

Esto supone en este punto un aumentc de la actividad
del 39%, valor que se reduce hasta un 6% tras 168 horas de incubacién.

En 1a actividad endoglucanasa, el pretratamiento por si
mismo no resutta positivo, obteniendo siempre vaicres de actividad con
el inductor sin pretratar por encima de los tratados. Este hecho
ocurre de igual forma en la actividad exoglucanasa.

En cuanto a la actividad B-glucosidasa, los valores de
actividad enzimdtica alcanzados son También muy similares, tanto con
pretratamiento del inductor como sin é1.

3.12.2.2.3.- Avicel.

E1 pretratamiento quimico usando avicel, incrementa
notablemente la produccidén de? complejo celulolftico (F.P.A.),
probablemaente debido a 1a propia naturaileza del inductor, muy
elaborado y puro, reduciendo asf mismo, la fase de latencia de 1a
produccién del complejo de 48 a 24 horas.

A las 72 horas se pasa de (0.120 F.P.U./ml.) con avice]
sin pretratar a (0..265 F.P.U./ml.) con avicel pretratado, lo dque
supone un incremento del 121% de la actividad., Estos niveles de
actividad se manttienen hasta las 168 horas con el avicel pretratado,
mientras que con el no tratado, tan s&lo se alcanzan estos valores
(0.290 F.P.U./m1.) tras 168 horas de incubacién.

El pretratamiento en la actividad endoglucanasa parece
tener un efecto positivo pero a largo plazo. 861o apartir de las 120
horas se apracia un efecto sighificativo por parte del mismo, con unos
valores de (0.160 U.A.E./ml1.) con pretratamiento frents a los (0.100
U.A.E./m1.) sin pretratar.

En cambio en la actividad exoglucanasa, se observa
desde las primeras 24 horas un efectc positive, reduciendo
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notablemente el tiempo de aparicidn de esta actividad, as{ como, el
incremento progresivo de la misma.

Tras 96 horas de 1incubacidén se alcanzan (0.060
U.A.E./m1.) con o1 avicel sin pretratar frente a 1las (0.104
U.A.E./ml.) con pretratamiento.

En 1a actividad B-glucosidasa este efecto es igualmente
acusado, tras 72 horas de incubacién se pasa de (0.060 U.A.E./m1.) con
el avicel sin pretratar a(0.127 U.A.E./ml1.) con el avicel tratado,
esto presupone un aumento del 217% de la actividad.

También puede observarse que el aumento de la actividad
anzimédtica en el medio con avicel pretratado es gradual hasta alcanzar
un méximo de actividad de (0.222 U.A.E./ml.) a las 168 horas. Este
aumento en cambio én el medio con avicel sin pretratar es muy brusco,
y se produce entre las 144 y las 168 horas, pasande de (0.090
U.ALE./ml.) a (0,207 U A.E./ml.) en este intervalo de tiempo.

3.12.2.3.- Adicidén de Nutrientes al Medio.

Para determinar el efecto que ejercen los nutrientes
del medic de cultivo sobre la produccién del complejo celulolitice,
fueron nuevamente incorporados al medio de produccidn enzimdtica junto
con el inductor, como control se smpled un medio de cultivo en el que
Unicamente se incorporé el inductor,

Las experiencias se efectuaron con los inductores
ensayados anteriormente.
- Papel de Filtro.
- Papel de Filtro Cardado.
- Avicel.

Los resultados que se obtuvieron se indican en las
Figuras 3.61.1, 3.61.2 y 3.61.3.



ACTIVIDAD ENDOGLUCANASA
PAPEL DE FILTRO

UAE.fml,
0.2

0.15
0.1

0.06

4] 24 48 72 o8 120 144 188
Tiempa (h).

== 8ln Nutr./8in Prat.
—4#— Con Nutr./Con Pret.

=+ 8in Nutr./Con Pret.

ACTIVIDAD B-QLUCOSIDASA
PAPEL DE FILTRO

0.3r
G.26
0.2
G.16

o 24 48 72 26 120 144 188
Tiempo (h).

—— 5in Hutr./Sin Prat.
—F— Con Nutr./Con Pret.

—— §in Nutr./Con Pret,

ACTIVIDAD EXOGLUCANASA
PAPEL DE FILTRO.

UAE./ml.
0.2
16}
o1}t q
ool
G A i L L i
0 24 48 72 08 120 144 168

Tiempo (h}.

—— Bin Nutr./Sin Pret.
—~&=— Con Nutr./Con Pret.

—4+— Con Nutr./8in Pret.

ACTIVIDAD DE PAPEL DE FILTRO
PAPEL DE FiLTRO

F.P.U/ml
0.4
Q31

]
Q2
1
o ’-—":/ I 1 L i 1
o] 24 48 72 88 120 144 168

Tiempo {h),

— Sin Nutr./Sin Prat.
48— Con Nutr./Con Prat,

—+— §in Mutr./Con Prat.

Figura (3.61.1).- Efecto de la incorporacién de nutrientes sobre las
actividades enzimaticas que componen el complejo
celulolitico de 7. reesei QM 9414 cultivado sobre
papel de filtro como agente inductor.

£1¢



ACTIVIDAD ENDOGLUCANASA
PAPEL DE FILTRO CARDADO

UAE./mi,
.3

G261

[+ 24 48 72 °:] =0 144 168

Tiempo (h).

— &in Nutr./Sin Pret.
=%~ Con Nutr./8In Pret,

—+= 8in Nutr./Con Prat.
—&— Can Nutr./Con Pret

ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA
PAPEL DE FILTRO CARDADO

U.AE. /mi.
48]

0.4F

. vy

02r

1l

0 = 1 ] 1 1
o 24 48 72 98 120 144 88

Tiempo (h).

—— Sk Nutr./SIn Prat,
—¥= Con Nutr./3in Pret.

=4+— Sin Nutr./Con Prat.
—&— (Con Nutr. /Con Prat.

ACTIVIDAD EXOGLUCANASA
PAPEL DE FILTRO CARDADO

LLAE/mI
e ¥e]
G256
0.2F
16
a1
e300
0 I3 Il 1 1
o] 24 48 72 o8 126 144 188
Tiempo (h).
—— 8In Nuytr./Sin Pret ~4+— 8ln Nutr./Con Pret.
—¥#= Gon Nutr./Bin Pret —=— Gon Nukr./Con Pret.
ACTIVIDAD DE PAPEL DE FLTRO
PAPEL DE FILTRO CARDADO
F.P.U./mi
0.6 i
0.4+ . .
0.3 —
a2
o1
G T T i ] 1. L
o] 24 48 752 08 120 144 188
Tiempo (h).

—— 8in Nutr,/8in Prat.
—F— Con Nutr./Sin Pret

—4+— §in Nutr./Con Prat.
~—&— Con Nutr./Con Pret.

Figura (3.61.2).- Efecto de la incorporacion de nutrientes sobre las
actividades enzimédticas que componen el complejo
celulolitico de 7. reesei OM 9414 cultivado sobre
papel de filtro cardado como inductor.

AY4



s

ACTIVIDAD ENDOGLUCANASA
AVICEL

UAE.fm,
0.26

a.t6

0.1

0.06

|
0 1 1 L 1 ] {

[+} 24 48 72 96 120 144 188
Tiempo (h).

==— Sin Nutr./Sin Pret
=¥ Gon Nutr./&ln Pret.

= 8in Nutr./Can Prgt.
—&— Con Nutr./Con Pret.

ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA
AVICEL

UAE./mi.
ca

Cef

0.4
aa}
oot

et

0 i 1
O 24 48 72 98 120 144 168

Tiempo (h).

—— Sin Nutr./8In Pret.
~—¥— Con MNutr./Sin Pret.

—+~ gin Nutr./Con Prat.
—&— Gon Nutr./Con Prat.

ACTIVIDAD EXOQLUCANASA
AVICEL

UAE./mI.
0.3

0.26
0.2

Q16

e} 24 48 72 o8 120 144 186
Tiempo (h}.

= 8in Nutr./8n Pret
—¥— Con Nutr./8in Pret

—— gin Nutt./Con Prat.
—a= Con Nutr./Con Prat.

[}
ACTIVIDAD DE PAPEL DE FILTRO &
AVICEL
F.P.LU/ml.
08
[eXN
c4r
0.3t L
072 [’ "
C1p
GO 24 48 7l2 915 E; 1:4 188
Tiempo (h).

——== §itn Nutr./SIn Prat.
—%— Con Nutr, /Sin Pret.

—+ 8In Nutr./Con Pret.
—&- Con Nutr./Con Pret.

Figura (3.61.3).- Efecto de la incorporacién de nutrientes sobre las
actividades enzimé&ticas que componen el complejo
celulotlitico de T. reesei QM 9414 cultivado sobre

avicel como inductor.



216

3.12.2.3.1.— Papel de filtro.

A la vista de los resultados presentados en la Figura
3.61.1 parece que la adicidén de nutrientes junto con el inductor en el
medio de cultivo aumenta claramente la actividad enzimdtica del
complejo celulolitico (F.P.A.) desde las primeras 24 horas.

A las 96 horas, se obtiene el méximo de actividad
(F.P.A.) con adicién de nutrientes (0.300 F.P.U./m1l.) en
contraposicion a las (0.090 F.P.U./ml1.) sin la adicién de los mismos.
Esto supone un aumento en la actividad del orden del 234% respecto a
esta Gltima.

En cuanto a la actividad endoglucanasa, la adicidén de
nutrientes produce también un incremento en esta actividad, alcanzando
a las 24 horas (0.064 U.A.E./ml.) sin la adicidén y (0.127 U.A.E./ml.)
con la adicién de nutrientes, 1o que supone un incremento de la
actividad del 95% mientras que a las 96 horas, estas diferencias si
bien son significativas son menos acusadas (0.108 U.A.E./ml.) sin la
adicién de nutrientes y (0.142 U,A.E./ml.) con la adicién, lo que
supone un aumento en la actividad del 31.5% (ver Figura 3.61.1}.

La adicién de nutrientes también influye en 1la
actividad exoglucanasa de una forma positiva, a lo 1largo de todo el
proceso, puede apreciarse un incremento en la actividad enzimética a
las 96 horas que supone un 81.3%, mientras que con el inductor sin
pretratar la adicion de nutrientes origina un aumento en la actividad
de tan sélo el 39.7% respecto al medio con el inductor sin pretratar
sin adicidén de nutrientes,

La adicién de nutrientes produce asi mismo un aumento
considerable en los niveles de la actividad B-glucosidasa que supcne
un 188.5% tras 96 horas de incubacién en el medio con inductor
pretratado quimicamente con adicién de nutrientes frente a los que no
tienen nutrientes (Figura 3.61.1).
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3.12.2.3.2.- Papel de Filtro Cardado.

En vista de los resultados que se muestran en la Figura
3.61.2, puede apreciarse un gran aumento de Jlas actividades
enzimdticas del complejo, tanto si el 1inductor estd pretratado
quimicamente como s1 no. Se aprecia un proceso de aceleracién en la
produccidn del complejo enzimético.

A las 96 horas, con el dinductor sin pretratar se
obtienen (0.110 F.P.U./m).) sin adicionar nutrientes extra al medio
de cultive frente a las (0.370 F.P:U./ml.) con la adicidon de los
mismos.

No obstante, con el pretratamiento quimico del papel de
filtro cardado se obtienen (0,130 F.P.U./ml.) sin la adicion de
nutrientes y (06.310 F.P.U./ml.} tras la adicién de los mismos.

Ello supone un aumento en la actividad en el primer
caso de un 236.3% y de un 138.4% en e! segundo. En cambio, en 1la
actividad endoglucanasa, se observa una respuesta variable a Jla
adicién de nutrientes.

Al analizar el efecto de Tos nutrientes se observa que
nc hay variaciones significativas en el comportamiento de esta
actividad a lo largo del tiempo, obteniendo valores semejantes. (ver
Flgura 3.61.2). Quizds 1o mds significativo radica en que por ancima
de las 120 horas los valores de actividad se equiparan, y tras 168
horas 1a adicidén de nutrientes logra un incremento de 1a actividad del
115% respecto al medio sin nutrientes.

Al unir el efecto de los nutrientes vy del
pretratamiento quimico del inductor se observa que la asociacidn de
ambos permite obtener valores de actividad mds altos que en otros
casos y en mucho menos tiempo.
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A las 24 horas se obtienen (0.090 U.A.E./ml.) con el
inductor pratratado sin nutrientes frente a las(0.125 U.A.E./ml.) con
la adicién de 1os mismos.

Asi se logra aumentar la actividad en un 39% en tan
s6lo 24 horas,

También es significativo hacer mencidén a que la adicién
de nutrientes ejerce un efecto positivo aumentando de una forma
constante la produccidn enzimdtica, a diferencia de 1os medios en Jos
que no se adicionan en los que las oscilaciones de actividad son mas
bruscas.

£En la actividad exoglucanasa, Ta incorporacién de
nutrientes Jjunto con el inductor no pretratado, se pone ya de
manifiesto a las 24 horas de incubacibn, resultando significativa a
las 96 horas, logrande un incremento de actividad dsl 65.7% frente a
la no adicién de nutrientes,

Por otro lado, al pretratar quimicamente al sustrato se
observa que la adicién de nutrientes frente a la no adicidn presupone
también una elevacidn de la actividad a 1as 96 horas del 434.7%, no
obstante, este aumento es relativo, pues al estudiar por separado el
efecto del pretratamiento sobre la actividad se observa que es
negativo, con una reduccién de la misma del 384% si no se adicionan
nutrientes v del 119% si hay adicién. Asi pues, puede hacerse notar
que la adicién de nutrientes favorece esta actividad con este
inductor, mientras que el pretratamiento alcalino la inhibe, y, que la
adicibén de nutrientes al pretratar el inductor anula o de alguna forma
contrarresta el efecto negativo del pretratamiento.

En la actividad B-glucosidasa, se aprecia un gran
aumento en la misma con 1a adicidén de nutrientes. Esta efecto es mucho
més marcado cuando el inductor no ha sido pretratado.

A las 96 horas, con el inductor sin pretratar, la
incorporacidén de nutrientes supcone un aumento del 594.5% y de un 294%
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con el inductor pretratado. De igual forma a la observada con la
actividad exoglucanasa, el pretratamiento del sustrato por si mismo
tiene efectos negativos sohre la produccién de B~glucosidasa.

Con la adicién de nutrientes a las 96 horas el
pretratamiento quimico produce una reduccién de 1a actividad del 40%,
mientras que sin la adicién el efecto se reduce al 20%, Asi pues, con
esta actividad parece existir un efecto antagénico y ademés sumatorio
entre la adicién de nutrientes y el pretratamiento quimico.

3.12.2.3.3.~- Avicel.

La adicién de nutrientes junto al avicel eleva la
actividad del complejo celulolitico (F.P.A.), aungue el efecto es
mucho mayor cuando el inductor no estéd pretratado quimicamente,

La adicién de nutrientes con el avicel sin pretratar
supone un aumento de la actividad a las 96 horas del 160%, mientras
gue con el avicel pretratado para el mismo tiempo, este aumento es tan
s6lo del 7.1%.

Por otro lado, el pretratamiento del avicel, si bien
disminuye por una parte la fase de latencia al igual gue ocurre sin
afladir nutrientes al medio, a partir de las 96 horas el efecto del
pretratamiento se hace negativo, cosa que no sucede si no se afaden
nutrientes al medio. (ver Figura 3.61.3).

En la actividad endoglucanasa, el pretratamiento
quimico del inductor no favorece la produccién enzimética. En el caso
de no incorporar nutrientes al medio, se aprecia una reduccidén de la
actividad en un 12.8% a las 96 horas, mientras que si se afiaden
nutrientes esta reduccién asciende hasta un 21.2%,

Por el contrario, si se estudia por separado el efecto
de la adicidén de nutrientes, esta resulta positiva, tanto si el avicel
estd pretratado como si no lo estA.
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Con el inductor sin pretratar, la adicidon de nutrientes
aumenta la actividad en un 120% a las 96 horas, y en el caso del
inductor pretratado este aumenta hasta un 125%,

También en la actividad exoglucanasa la adicidén de
nutrientes resulta favorable en la produccidn enzimatica. Este efecto
es mas acusado cuando el sustrato estd sin pretratar.

Tras 96 horas de cultivo, cuando el sustrato no es
tratado, la actividad enzimatica experimenta un aumento del 174.3%
frente al 35.3% con el inductor pretratade. Asi mismo, se& aprecia un
afecto negative con &) pretratamiennto, experimentando un descenso
de actividad del 25.7% a las 96 horas de la incorporacién de nuevos
nutrientes al medio.

El efecto de Ja adicidn de nutrientes en la
actividad B-glucosidasa resulta asi mismo positiva, el efecto mas
notable se aprecia alrededor de las 96 horas cuando el avicel no ha
sido pretratado aumentando la actividad nada mencs que en un 807%
mientras que si el inductor ha sido pretratado, si bien la adicién de
medio es positiva no resulta tan espectacular, siendo tan sdlo del
42.5%,

En cuanto al pretratamiento hay que decir: que si bien
Ta no adicidén de nutrientes al avicel (con pretratamiento), parece
tener efectos positivos a las 96 horas aumentando la actividad hasta
un 240% respecto al no pretratado, la adicién de nutrientes junto con
el pretratamiento retrasan en 24 horas los niveles de produccidn.

3.12.2.4.- Seleccion del inductor y de las condiciones éptimas de
produccion de celutasas en las condiciones engayadas.

Con los resultados obtenidos en las experiencias comentadas
anteriormente, puede seleccionarse la mejor sustancia inductora y las
condiciones de produccion del complejo enzimatico. Puede observarse el
efecto beneficioso del pretratamiento fisico sobre el papel de filtro
en todas las condiciones ensayadas, obteniéndose siempre niveles de
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F.P.A superiores empleando &l papel de filtro cardado frente ail
normal (comparar las Figuras 3.61.1, 3.61.2 v 3.61,3).

Por otro lado puede apreciarse que la adicidén de nutrientes
aumenta en general para los distintos inductores en las distintas
condiciones ensayadas la produccidén del complejo enzimitico.

As{ mismo, se produce un aumento considerable en los valores
de F.P.A. al suplementar el medio con nuevos nutrientes (sales
minerales y peptona) en el memento de afiadir el inductor al medio de
cultivo, frente a la adicién exclusiva de este (ltimo al medio de
cultivo.

En funcién de estos resultados, es 16gico seleccionar el
papel de filtro cardado y la adicién de nutrientes al medio de
produccion enzimdtica como condiciones Optimas de la induccidn,

Al analizar las gréaficas de actividad de papel de filtro de
la Figura 3.61.2 se aprecia que si ademés, el papel de filtro cardado
estd pretratado quimicamente se alcanzan a las 48 horas (0.300
F.P.U./m1,), frente a las (0.130 F.P.U./ml.) obtenidas con el mismo
pero sin pretratar quimicamente.

Hay que hacer notar que aunque conh el papel de filtro cardado
se alcanzan a las 96 horas niveles de F.P.A. de (0.370 F.P.U./ml.)
parece més aconsejable obtener menos actividad (0.307 F.P.A./ml.) ¥y
ganar dos dfas en el procesoc aln a expensas de adicionar nuevos
nutrientes,

Otro aspecto interesante radica en que los valores de F.P.A.
alcanzados con el papel de filtro cardado son superiores a los
obtenidos con avicel (control de actividad) a las 24 y 48 horas, vy
s0lo a partir de las 72 horas estos valores se hacen aproximadamente
iguales. (comparar las figuras 3.61.2 y 3.61.3).

Asi pues, y de acuerdo con estos datos, si 1o que se pretende
es la produccién del complejo celulolftico completo (F.P.A.) las
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condiciones seleccionadas para el mismo deberfian ser: emplear papel de
filtro cardado, pretratade quimicamente y suplementar el medio con
nuevos nutrientes.

Tras seleccionar 1las condiciones de produccién para el
complejo enzimatico, hay que analizar las relaciones entre las
distintas actividades enzimaticas del complejo celulolitico {(F.P.A.,
Endoglucanasa, Exoglucanasa y B~Glucosidasa en dichas condiciones).

La actividad F.P.A. alcanza su valor mdximo a las 48 horas
y parmanece mas o menos constante hasta las 120 horas en que empieza
a descender,

La actividad endoglucanasa, comienza a las 24 horas con
(0.120 U.A.E./ml.) y permanece en rango de (0.100 U.A.E./ml.) hasta
las 96 horas, en que alcanza su maximo de actividad (0.140
U.A.E./m1.) aprecidndose un leve descenso de actividad después.

Por el contrario, no se detecta apenas actividad exoglucanasa
durante las primeras 72 horas, y s a Jlas 96 horas donde esta
actividad alcanza su méximo valor (0.110 U.A.E./m1.), valor que se
mantiene hasta las 120 horas, a partir de las cuates comienza a
descender.

La B-Glucosidasa, También presenta valores de actividad bajos
hasta las 96 horas, y no consigue alcanzar su médximo hasta las 120
horas (0.280 U.A.E./ml.). A partir de las 120 horas desciende esta
actividad de una forma mas brusca que 1la endoglucanasa vy la
axoglucanasa, coincidiendo con el descenso de la F.P.A.

Estos datos parecen coincidir con el modelo de produccidn y
accibén de las ¢elulasas, donde en primer lugar actua la endoglucanasa,
rompiendo al azar los enlaces glicosidicos de 1a fibra de celulosa.

Desde las 24 horas se tiene una actividad mds © menos
constante, pues el enzima tisne sustrato sobre el que actuar y no
existen represores en el medio,
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Por el contrario los niveles de exoglucanasa deben ser
basales, pues hasta que no se produzca un nivel de sustrato elevado
sobre el que actuar no se inducird su sintesis, aumentando el nlmero
de extremos no reductores libres originados por la endeoglucanasa. Esto
pusde explicar el largo periodo de latencia de la exoglucanasa.

En cuantc a la B-Glucosidasa, depende a su vez de 1la
1iberacién de celobjosa producida por accidén de la exogiucanasa, y por
ello no alcanza su méximo de accién hasta las 120 horas; 24 horas més
tarde de alcanzario la exoglucanasa.

Segin estos datos, es la endoglucanasa el componente mas
importante del complejo celulolitico, y por tanto al mantenerse dentro
de unos determinados niveles constantes de actividad facilita que la
actividad F.P.A. alcance su valor maximo a las 48 horas, y mantenga
este valor hasta las 120 horas,

Sin embargo, parece ser que el descenso brusco de la
actividad B-glucosidasa a las 120 horas 10 que ocasiona el descenso
del resto de los componentes del complejo.

Este fendmeno puede explicarse por fendmenos de adsorcidn de
los componentes del complejo al sustrate, o por inactivacidn
enzimdtica por las propias proteasas excretadas por el hongo al medio,

3.12.2.5.— Ensayos con Sales y Peptona.

Una vez que se comprovd que la adicién de sales
minarales y peptona junto al inductor aumentaba la produccidn del
complejo celulolitico, se estudid el efecto de l1a adicién de esas
sustancias por separado sobre todas las actividades enziméticas del
complejo. Estos ensayos se efectuaron en las mismas condicionhes que
los anteriores, empleando las condiciones 6ptimas de produccién del
complejo enzimético (F.P.A.), con Papel de Filtro Cardado pretratado
quimicamente.
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E1 objeto del ensayo fue determinar si la adicidn de
peptona es reaimente determinante en el aumento de la actividad
enzimdtica, v en caso contrario, utitizar sélo las sales minerales que
resultan méds baratas, y, de esta forma, economizar el proceso.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3,62

A la vista de los resultados obtenidos que se muestran en la Figura

3.62, parece no existir diferencias significativas entre Jos niveles

de F.P.A. obtenidos tras 96 horas de cultivo tanto si se afaden al

medic juntic con el inductor sales minerales y peptona unidos o por

separado Figura 3.62, alcanzdandose niveles de actividad enzimédtica de
(0.110 F.P.U./ml1.).

Del mismo modo, se aprecian diferencias 1igeramente
significativas en el mismo tiempo para la actividad endoglucanasa
(0.116 U.A.E./ml.) con la adici6on de peptona, (0.112 U.A.E./ml,) con
la adicion de sales minerales y de (0.164 U,A.E./ml1.) con Ta adicidn
de sales minerales y peptona, apreciédndose que la adicién de sales y
peptona mejora la actividad.

Por otro lado en la actividad exoglucanasa, se mejoran
los niveles de actividad con la sola adicién de sales minerales.
(0.188 U.A.E./m1.) a las 96 horas frente a las (0.102 U.A.E./ml.) con
peptona y las (0.169 U.A.E./ml.) con sales y pseptona.

De igual forma, la produccidn de B-Glucosidasa se ve
mejorada con la adicién de sales minerales. A las 96 horas se obtienen
(0.179 U.A.E./m1.), (0.149 U.A.E./m1.) <con peptona y (0.081
U.A.E./m1.) con sales minerales y peptona.

3.12.3.- Estudio de la Induyccién del Complejo Celuleolitico en

Fermentador,

Con los resultados obtenidos en los ensayos en matraz, se
selecciond el inducteor, asf como, las condiciones Optimas de
produccién del complejo celulolitico, procediendo a realizar un salto
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a escala piloto, utilizando para ello un fermentador de 1.500 ml dde
capacidad Gtil,

Se selecciond como inductor el papel de filtro cardado,
sometido a pretratamiento quimico, adicionando simulténeamente con
este, sales minerales.

Los ensayos en farmentador fueron realizados en periodos de
96 horas ya que en este tiempo se alcanza el maximo nivel de
produccién enzimdtica en matraz. En ensayos preliminares se
mantuvieron los cultivos hasta 168 horas sin obtener un aumento
significativo en los niveles de produccién enzimdtica.

En ta Figura 3.63, aparecen indicados los resultados para
cada una de las distintas actividades enzimaticas del compliejo
alcanzadas en estas condiciones.

Los valores de actividad enzimatica (F.P.A.) que se obtienen
utilizando una agitacidédn de 500 r.p.m. son superiores a los observados
a 300 r.p.m. a 1o largo de las 96 horas del ensayo Figura 3.63%

De esta forma, durante las primeras 48 horas se consigue un
aumento de un 357% en la actividad empleando 500 r.p.m. en lugar de
300 r.p.m., vy este aumento a las 96 horas se reduce hasta un 69.7%.

Respecto a las actividades endoglucanasa y exoglucanasa, se
veh influidas también notablemente por el incremento de la agitacion,
Jogrdndose aumentos de actividad para la primera del 649% y del 160.9%
respectivamente a las 48 y 96 horas, y del 529.6% y 497.7% para la
segunda en los mismos intervalos de tiempo.

En la actividad B-glucosidasa, También parece influir muy
notabiemente la agitacién, aicanzéndoss niveles de {0.577 U.A.E./ml.)

3En las expsriencias en matraz, se aprecia que los niveles de todas las
actividades enzimaticas descienden por encima de las 120 horas, por ello, en
esta fase los ensayos se efectian a lo Targo de periodos de 96 horas como

méximo.
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a las 96 horas con 500 r.p.m. frente a las (0.285 U.A.E./ml.)
alcanzadas en 81 mismo tiempo con 300 r.p.m. E11o supone un aumento de
la actividad del 102.2%.

Al contrastar las actividades enzimdticas obtenidas en matraz
con agitacién orbital a 250 r.p.m. con papel de filtro cardado
pretratado quimicamente con incorporacién de sales minerales en la
fase de produccidén enzimatica con las actividades obtenidas en las
mismas condiciones en fermentador en cultivo en batch a 300 y 500
r.p.m., se apracia, en general, un importante aumento en los niveles
de actividad, pasando de valores de F.P.A. a 250 r.p.m. de (0,108
F.P.U./m1.) a (0.257 F.P.U./m}.) & 300 r.p.m. y de (0.436 F,P.U./m1,)
a 500 r.p.m. suponiendo esto un incremento de actividad del 138.8% de
Ta actividad a 300 r.p.m. y del 307.9% para 500 r.p.m. respecto a la
médxima actividad obtenida a 250 r.p.m. en matraz.

Con respacto a lag distintas actividades enzimdticas del
compiejo, hay que hacer notar que el efecto de Ta agitacién es mucho
méds acusado a 500 r.p.m. que & 300 r.p.m.

A 500 r.p.m. se observa una correlacién positiva entre la
velocidad de agitacién y l1a actividad enzimatica, con valores de
actividad endoglucanasa de (0.233 U.A.E./ml.) frente a las (0.089
U.A.E./m1.) obtenidas a 300 r.p.m. o las (0.111 U.A.E./m1.) alcanzadas
en agitacién orbital a 250 r.p.m. Esto supone aumentar la actividad en
un 109% al duplicar la agitacién en 96 horas.

Algo similar sucede con la actividad exoglucanasa, en la que
s1 bien las diferencias entre l1a agitacidén orbital a 250 y el
fermentador a 300 r.p.m, no resultan significativas, si 1o son al
comparartas con las 500 r.p.m, en las que desde las primeras 24 horas
se consigus un aumento importante de la actividad que supone un 1642%
a 500 r.p.m, valor que se va reduciendo hasta un 133.9% a las 96
horas.

Con 1la @#-glucosidasa, se observa un afecto similar al
cbtenido en 1as anteriores actividades enzimaticas, haciendo notar que
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0.00045 x o{0.084)x T | C = 0.012 x ¢(0.Q30)x T | € = 0.16 x ¢(0.01)x T

n

8-GLUCOSIDAEA § C

0.0046 x #(0.041)x T C = 0.0065 x «(0.038)x T{ C = 0.015 x @(0.038)x T

(2]
H]

ENDOGLUCANASA 0.0065 x a(0.024)x T

r
n

0.0052 x #(0.034)x T{ C = 0.150 x &(0.0042)xT

EXOGLUCANASA Cc 0.130 x &{0.011)x T

0.0035 x #{0.044)Xx T | C

C.0089 x o{0.034)x T } C

Tabla (3.67).~ Ecuacciones de regresidn que muestran el comportamiento de
las distintas actividades enzimdticas del compleijo celutalitico
de 7. ressei QM 9414,

€ = Co x et

: Actividad enzimédtica para un tiempo t.
Co: Actividad enzimética para un tiempo t=to
Z: Velocidad de produccién enzimatica.

t: Tiempo en horas.
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si bien su produccién en matraz presenta una fase de latencia de 24 a
48 horas, a 300 r.p.m. en fermentador esta fase se mantiene, mientras
que a 500 r.p.m. También en fermentador, esta fase se reduce por
debajo de las 24 horas, alcanzando niveles de actividad enzimitica
apreciables a partir de las 48 horas (0.110 U.A.E./m1.) frente a las
(0.040 U.A.E./m1.) a 300 r.p.m. y las (0.060 U.A.E./ml1.) a 250 r.p.m.

En Ta Figura 3.64, se muestran los modelos teéricos obtenidos
con los datos experimentales en c¢ada una de las condiciones ensayadas.

En la Tabla 3.67, aparecan las ecuaciones que determinan la
produccién del complejo celulolitico en conjunto y para cada una de
las actividades por separadec en 1as distintas condiciones ensavadas.



IV.— DISCUSION DE RESULTADOS
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4.1.— HIDROLISIS DEL ALMIDON DE PATATA: INFLUENCIA DEL TIPO DE ACIDO
EN EL PROCESO DE HIDROLISIS.

Al someter el almidén a un proceso de hidrélisis utilizando 4dcidos
fuertes diluidos (Ac. sulfdrico y clorhfdrico), tal y como se muestra
en la Tabla 3.3, se observa un aumento pregresivo en la produccién de
azucares libres solubles obtenidos a partir del mismo.

También puede apreciarse que para cualquiera de las condiciones gue
han sido empleadas existen diferencias significativas en la cantidad
de azlcares reductores liberados, cuando se utiliza &cido c¢lorhidrico
en lugar de é&cido sulfdrico a las mismas concentraciones, Esta
diferencia es muy acusada, alcanzdndose en las mejores condiciones
ensayadas, valores de 410.90 g/1. de azlGcares reductores libres
empleando Acido clorhidrico diluido frente a 1os 2.51 g/1. obtenidos
en las mismas condiciones cuando el Adcido empleadc es el Acido

sulfurico,

Este punto es concordante con Jlos métodos empleados en la
industria producteora de jarabes azucarados, utilizando como sustrato
almidén, el Acido mas empleado es el 4cido sulfirice a temperaturas de
140QC a 1709C durante periodos de 10 a 60 minutos, obteniendo
resuitados similares a 1os que hemos obtenido empleando 4cido
clorhidrico a 120QC durante 20 minutos (Radley, 1976).

Légicamente y como cabria de esperar, se encuentra una relacidn
directa entre et incremento en la concantraciodn de azicares reductores
Tiberados y el rango de concentraciones de Acido empleadas.

E1 hecho es interssante, ya que cuando el 4cido que se emplea es el
4dcido clorhidrico y las condiciones de hidrélisis son poco enérgicas
(1152C durante 15 minutos con una concentracién de acido de 0.5, 1.0,
y 1.5% v/v. para una relacién de almidén/dcido de 1/10 p/v., mientras
que smpleando condiciones de hidrélisis méds enérgicas (1202C durante
20 minutos con una concentracién de 4cido de 0.5, 1.0y 1.5% v/v. vy
una relacién 1/5 p/v. almidén/4cido, tan s6lc se duplicd el
rendimiento al triplicar la concentracidn de 4cido de azlcares



234

reductores 1ibres.

La concentracion de azicares reductores obtenidos por este
procedimiento es del mismo orden a Jas obtenidas por métodos
patentados como el Kroyer y el Kingma (Kingma, 1966),(Kroyer, 1967)
utilizando concentraciones de 4cido y temperaturas méds elevadas.

Dada la importancia, en este proceso de transformacidén, de ahorrar
enargia y reactivos, parece aconsejable utilizar como agente
hidrolitico el 4cido clorhidrico diluido frente al 4cido sulfurico.

4,2.~ EFECTO DE LA TEMPERATURA Y DEL TIEMPO EN EL PROCESO DE
HIDROLISIS.

Para una temperatura de 1152C se puede apreciar gue el aumento en
el tiempo de hidrdlisis, pasande de 15 a 20 minutos no aumenta
significativamente el rendimiento de la misma, todo 1o mds 1lo
mantiene, y, en algunas ocasiones 10 reduce (ver Tab'la 3.3).

Las mejores condiciones gue se han obtenido para una temperatura de
115°C son una relacién almidén/dcido de 1/5 p/v. con un 1.5% v/v. de
dcido clorhidrico durante 15 minutos, obteniendo 293.70 g/1. de
azucares reductores libres.

Al elevar an 52C la temperatura (120QC) se aprecia que los valores
de azucares reductores liberados en la hidrélisis son mayores que en
las mismas condiciones a 1159C, y al contrario que con esta
temperatura puede apreciarse un aumento en el rendimiento en la
hidrélisis al prolongar el tiempoc de la misma de 15 a 20 minutoes. De
esta forma, se obtienen los mejores resultados para estas condiciones,
con una relacidén almidén/acido de 1/5 p/v. con una concentracidon de
&cido clorhfdrico de 1,5% v/v. durante 20 minutos.

Si se comparan estos resulitados con los obtenidos para las mejores
condiciones a 1159C y 1209C, se confirma «que c¢on un aumento de 5§
minutes en el tiempo de hidrélisis,elevando la temperatura en 50C (de
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115QC a .1202C),se logra un aumento en el rendimiento de la hidrélisis
de alrededor de un 40%, lo qgue parece aconsejar el empleo de estas
condiciones frente a cualquier otra en el proceso estudiado.

4.3.- INFLUENCIA DE LA INCORPORACION DE AGENTES TENSOACTIVOS EN LA
MEJORA DE LAS CONDICIONES DE HIDROLISIS.

Segdn los resultados que se muestran en las Tablas 3.4 y 3.5, se
aprecia un aumento en la eficacia de la hidrd6lisis al utilizar 4cido
sulfurico frente a acido clorhidrico, cuando previamente se incorpora
un 0.1% de Tween 80 o glicerina.

Este aumento en 1a capacidad hidroiftica mejora unas 28 veces los
resultados de 1a hidrélisis (115QC durante 15 minutos, una relacion
almidén/4cido de 1/10 p/v. y una concentracién de &cido sulfirico de
0.5% v/v) vy casi 100 veces los resultados de la mejores condiciones
anteriores (1202C durante 20 minutos una relacién almidén/écido de 1/5
p/v. ¥ una concentracidn de acido sulfirico de 1.5% v/v) cuando el
agente tensoactivo empileado es la glicerina. Entre unas 22 veces
(115QC durante 15 minutos una reltacién almidén/4cido de 1/10 p/v. con
una concentracién de 4acido sulfdrico de 0.5% v/v.) v mds de 60 veces
(115QC durante 20 minutos con una relacidén almidén/dcido de 1/5 p/v.
y una concentracién de &cido sulfirico del 1.5% v/v.) cuando el
tensoactivo empleado es Tween 80.

Por el contrario, puede apreciarse una reduccidén en la capacidad
hidrolitica por parte del dcido clorhidrico tanto con 1a incorporacion
de Tween 80 como con glicerina.

Este descenso oscila entre un 67.15% en el peor de los casos {1150C
durante 15 minutos con una relacién almidén/dcido de 1/10 p/v., y una
concentracion de 4dcido clorhidrico de 0.5% v/v) vy de un 57.4% para el
major de 1os casos cuando el tenscactivo empleado es glicerina (120QC
durante 20 minutos una relacidén almidén/dcido de 1/5 p/v. y una
concentracién de dcido clorhidrico de 0.5% v/v.) (ver Tabla 3.5).
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Cuando el tensoactivo empleado fue el Tween 80, la pérdida de
capacidad oscila entre un 81.75% (115QC durante 15 minutos una
relacidn almidon/d4cido de 1/10 p/v y una concentracién de é&cido
clorhidrico de 0.5% v/v) y un 50.86% (1152C durante 20 minutos una
relactéon almidén/4cido de 1/5 p/v. y una concentracion de 4cido
clorhidrico del t.5% v/v.) en el peor y en el mejor de los casos
respectivamente.

En definitiva, en los resultados puede apreciarse un fendmeno
antagénico, en el que dependiendo del tipo de 4cido empleado en el
proceso de hidrélisis, la incorporacion de un agente tensocactivo
dificulta o mejora la capacidad hidrolitica del &cido, resultando el
efecto potenciador con el 4cido sulfirico mucho més importante gue el
efecto inhibidor ejercido sobre el dcido clorhidrico.

Aun asi, empleando las mejores condiciones alcanzadas con el 4cido
sulfurico con la incorporacién de tenscactivos (glicerina) (115QC
durante 20 minutos una relacién almidén/dcido de 1/5 p/v y una
concentracién de 4dcide del 1.5% v/v.). La cantidad de azlcares
reductores liberados es un 60.24% inferior que la obtenida empleado
&cido clorhidrico en las mejores condiciones de hidrdlisis (1208C
durante 20 minutos una relacién almidén/dcido de 1/5 p/v. y una
concentracidén de acido del 1.5% v/v.

4.4~ COMENTARIOS SOBRE LA COMPOSICION CUANTITATIVA DEL HIDROLIZADG,

8sgln los resultados obtenidos en el andiisis cromatografico
(H.P.L.C.) de la muestra del hidrolizado, se aprecia un componente
mayoritario con un coeficiente de retencion de 9.96 minutos (Figura
3.2) identificado como glucosa, que supone el 89% de la composicidn
del hidrolizado. En segundo lugar, aparece un segundo componente con
un coeficiente de retencién de 7.98 minutos que se identifica como
maltosa, y que supone un 9.6% de Tlos aztcares identificados en el
hidrotizado. Asimismo se observa un tercer pico con un coeficiente de
retencién de 6.93 minutos identificado como maltotriosa, que tan sélo
supong un 1,3% del total de azlcares,
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Por Gitimo, aparece un cuarto pico con un coeficiante de retencién
de 6.48 minutos no identificadc con ninguno de Tos componentes del
patrén de azlUcares empleado. Por las caracteristicas de la muestra vy
su coeficiente de retencidn puede tratarse de dextrinas solubles de
bajo peso molecular.

En definitiva, el contenido en azlcares totales del hidrolizado
supone un equivalente en dextrosa (D.E.)' del 41.9%. Este rendimiento
en dextrosa supone una efectividad en la hidrélisis, segun las
condiciones ensayadas, del T1%.

La concentracién de azicares producida en el hidrolizado es muy
similar a 1a obtenida industrialmente en procesos de hidrélisis acida,
en los qus se consiguen alcanzar niveles del 42% en equivalentes en
dextrosa. Hay que considerar gue, el mdximo nivel de glucosa alcanzado
por estos procedimientos industriales oscila entre el 16 y el 20%
(Radley 1976), mientras que en el hidrolizade obtenido con el
tratamiento aplicado se obtiene un 89% de glucosa.

Este proceso supone por tanto una mejora significativa en los
procesos de hidrélisis Acida para producir mezclas azucaradas a partir
de sustratos hidrocarbonados compiejos.

4.5.- SELECCION DE tAS CEPAS DE HONGOS_FILAMENTOSOS,

Los criterios utilizados en la seleccidn de las cepas de hongos
filamentosos con las que se ha trabajado han sido varios:

1.- En primer lugar, las cepas deben desarrollar un buen
crecimiento sobre medios de cultivo con hidrolizado como fuente de
carbono. ET comportamiento de Jlas cepas de hongos filamentosos
ensayadas ha sido bastante homogéneo.

'En las industrias productoras de jarabes azucarados no se emplea el
concepto de azicar reductor sino el de equivalente sn dextrosa siendo ambos
sinénimos.
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En el medio de cultivo n2 1, que tan sdélo contiene hidrolizado de
almidoén diluido se observa un escaso crecimiento en la mayoria de las
cepas. Solamente 7. harzianum 2413, T.reesei QM 9414, Ch. globosum
2103 vy 7. reesei 2416 presentaron crecimientos aceptables.

De forma simitar, cuando se determina el crecimiento sobre medios
de cultivo con mds nutrientes se observa gque en los medios 3 v 4 se
obtienen mejores crecimientos con todas las cepas ensayadas.

De todas ellas puedeh destacarse A. sulfuros, 7. reesei 2414, Ch.
globosum 2103, 7. harzianum 2413 yv 7. reesei QM 9414.

2.- El1 segundo criterio utilizado es la capacidad de degradar
celulosa y sus derivados.

Con una adaptacién del sistema descrito por Hankin y Anagnostakis
en 1975, para determinar actividades enzimaticas en medic s6lido; se
observa, en principio, ausencia de crecimiento en las dos cepas de A.
fumigatus ensayadas.

En general, aparece una reduccién en la actividad celulolitica
medida en el crecimiento sobre avicel, frente a otros sustratos como
papel de filtro, en el que se detecta gran crecimiento y una elevada
actividad enzimédtica que 1lega hasta 1la destruccidon completa del
papel, Este punto también es interesante, pues permite comparar el
potencial degradativo de las distintas cepas ensayadas frente a la
celulosa bruta.

A la vista de los resultados obtenidos, las cepas con mayor
potencial degradativo sobre el papel son T. harzianum 2413, 7. reese’
GM 9414, Ch. globosum 2103, T. reesei 2415 y 7. reesei 2416.

Todas estas cepas han sido descritas con un elevado potencial
celulolitico (Mandels y Reese, 1960), (Reese, 1980), (Mandels, 1982),
y algunas como Ch. globosum ademas por su elevado potencial
hemicelulolitico (Sorensen, 1952},
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4.6,- EFECTO DE LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA ASIMILACION DE LA
FUENTE DE CARBONO Y LA PRODUCCION DE BIOMASA.

En las Tablas 3.10.1 a 3.14.4, se pone de manifiesto el efecto de
la incorporacién en el medio de cultivo de una fuente de nitrégenoc
orgdnica (L-aminodcidos o peptona) o inorganica (nitrato aménico).

E1 empleo de nitrato aménico estd justificada, pues la mayor parte
de los hongeos filamentosos utilizan el amonio como fuente de nitrégenc
y asimismo, pueden utilizar los nitratos via reduccién a amonio.
(Morgan, 1954) (Lewis, 1970); siendo esta asimilacién secuencial, pues
la nitrato reductasa se inhibe por amonio (Schoemer y Garret, 1974).

Al incorporar a los medios de cultivo base una fuente de nitrégeno
organica, se observa una disminucidon en el consumo de la fuente de
carbono, y un aumento en la produccién de biomasa cuando en 105 medios
no existe nitrato aménico, siendo este efecto menos acusado cuando la
fuente de nitrégeno es peptona. Estos niveles de produccion son
demasiado elevados comparados con el consumo de la fuente de carbono.

E1 fenbmenc puede ser explicado, va que muchos hongos filamentosos
pueden utilizar aminodcidos como fusnte de carbono y nitrdgeno
(Jennings, 1978) (Lehninger, 1981),

De igual forma, cuando en el medio de cultivo existen aminodcidos
o peptona, la biomasa fingica parece tensr un mayor contenidc en
nitrégeno que cuando solamente existe nitrato amdnico en el medio de
cultivo (Tablas 3.10.1 a 3.14.4).

Andlogamente, puede observarse, que, en general, la adicién de
nitrato aménico junto con L-amino&cidos o peptona, inhibe el consumo
de estos Ultimos, acelerando el consumo de la fuente de carbono.

Este efecto sobre el consumo de peptona, puede ser debido a gue
para su metabolizacién se precisa la accidén de proteasas &cidas que
son inhibidas por amonio, y el efecto sobre los aminodcidos porque los
transportadores especificos son 1igualmente inhibidos por amonio.
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(Wiley, 1970).

Con respecto a la concentracién de la fuente de nitrégeno orgénica
necesaria, seguin Jos resultados obtenidos, se observa un normal
aumento de produccidn de biomasa al incrementar su contenido. De esta
forma, parece aconsejable emplear una concentracién de 2.5 g/1 de
peptona micoldgica o del complejo de L-aminoAcidos en la elaboracion
de los medios de crecimiento para hongos filamentosos.

En Tas Tablas 3.15 a 3.54 y Figuras 3.3 a 3.42 aparecen los
resultados obtenidos al incorporar 2.5 g/1 de peptona o de
L-amincdcidos a los distintos medios de cultivo, pudiendo apreciarse
diferencias significativas en el consumo de la fuente de carbono y la
produccién de biomasa, entre los distintos medios de cultive y sobre
todo, diferencias entre las distintas cepas de hongos ensayadas.

Con estos resultados parece aconsejable utilizar una fuente de
nitrdgeno organica en la elaboracidén de los medios de cultivo, Ei
coste de Ta incorporacién de aminodcidos es un factor limitants a la
hora de seleccionar la peptopa como fuente de nitrégeno; la peptona
ejerce una dobtle funcién, por un lado sirve de reserva de la fuente de
nitrdgeno cuando en el medio de cultivo se agota el amonio, y por otro
lado, por sus caracteristicas anfotéricas ayuda a mantener el valor
de pH del medio.

Por otro lado, parece aconsejabie la adicidén conjunta de nitrato
aménice y peptona a los medios de cultivo, pues aungque se cbtiene
menos biomasa, se acelera el consumo de la fuente de carbono de los
mismos,

4.7.- INFLUENCIA DE LA RELACION CARBONO/NITROGENO EN El RENDIMIENTO.

En funcién de los resultados que se muestran en las Tablas 3.55 a
3.59, puede observarse que los medios de cultivo n2 7, 8 y 9 c¢on un
contenido doble en hidratos de carbono con respecto al resto de los
medios de cultivo, para todas las cepas de hongos filamentosos
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ensayadas presentan rendimientos mds bajos. Tan sélo en el caso de
7. reese’ 2415 el rendimiento obtenido en 81 medio de cultivo n2 8 es
similar al obtenido en el medio de cultivo n2 5 que posee la mitad de
la fuente carbonada. Algo asi ocurre con Ch. globosum 2103 al comparar
el rendimiento obtenido en el medic de cultivo nQ 9 respecto a los
alcanzados en  los medios de cultivo n2 4, 5, y 6 con la mitad del
contenido de fuente de carbono.

Considerando, que una parte de la peptona y de los L-aminoacidos
sean empleados como fuente de energfa, los rendimientos de los medios
de cultivo n2 8 v 9 resultan inferiores a los obtenidos con el medic
de cultivo nQ 2 que Unicamente posee nitrato aménico como fuente de
nitrégeno.

Del mismo modo, al comparar los rendimientos obtenidos con los
medios de cultivo n2 2 v 7 en los que no existe fuente de nitrédgeno
organica, vy que tan s6lo se diferencian en la relacién
carbono/nitrégeno, se constata que al duplicar esta relacién se
produce una reduccién en el rendimiento. Este fendémeno también puede
comprobarse al comparar los rendimientos de Tos medios de cultivo n@
3 y 4 frente a los medios de cultivo n2 8 y 9. Este fenémeno puede
explicarse por una posible insuficiencia en la fuente de nitrégeno,
desequilibrando la citada relacién carbono/nitrégeno, convirtiendo asi
a este factor, en limitante del proceso.

Asi pues parece oportuno emplear para el cultivo en batch de estos
hongos f1lamentosos, medios de cultivo cuyo contenido en hidratos de
carbono sea de 6 g/1. frente a los que contengan 12 g/1.

4.8.- SELECCI v
ASIMILACION DE LA FUENTE DE CARBONO.

Basdndonos en los datos aportados en los apartados anterijores,
podemos concluir gue, ta cepa T. reesei QM 9414 junto con la de T.
harzianum 2413 logran consumir la totalidad de la fuente de carbono
de la mayor parte de los medios de cultivo en un intervalc de tiempo
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que oscila antre las 40 v las 48 horas.

Teniendo en cuenta que se pretende una rapida asimilacion de la
fuente de carbono, para conseguir la desrepresidn catabélica del
complejo celulolitico en estas cepas de hongos filamentosos, unido a
conseguir niveles elevados de rendimiento, niveles gue se traducen en
una abundante produccidn de biomasa: consideramos que es aconsejable
utilizar la cepa T. reesei QM 9414 en el medio de cultivo nQ 3 para la
produccidén de biomasa flngica que presente desreprimido el complejo
enzimatico celulolitico,

4.9.~ INFLUENCTA DE LA AGITACTON EN LA ASTMILACION DE LA FUENTE DE
CARBONO POR 7. REESEI QM 9414 EN CULTIVO EN BATCH EN
FERMENTADOR.

A la vista de los resultados que se muestran en ia Figura 3.43, se
aprecia una correlacién positiva entre el aumento en &l régimen de
revoluciones dal fermentador y la velocidad de consumo de la fusnte de
carbonoe.

Durante las 12 primeras horas de incubacién es cuandoc se aprecian
las mayores variaciones en la velocidad de consumo de la fuente de
carbono. A 700 r.p.m. utilizando el medio de cultivo n@ 3 se consume
el 88.5% de sustrato, mientras que en el mismo tiempo utilizando el
medico de cultivo n2 10, tan sélo se consume un 52.5%. Al Tlagar a este
punto es importante sefialar que 4 horas despuéds (16 horas desde el
comienzo de la experiencia) tanto en el medio de cultivo n2 3 como en
el n2 10 se ha agotado totalmente 1a fuente de carbono. Ello implica
una reduccién en 1a velocidad de asimilacion en el medioc de cultivo n@
3 vy un aumento en al medio n2 10. Este fenOmeno puede ser debido al
brusco descenso del valor de pH entre las 10 y las 12 horas en el
medio de cultivo nQ 3, debido posiblemente a la alta velocidad de
consumo de la fuente de carbono en este intervalo de tiempo (de 2.70
g/1. se pasa a 0.67 g/1.) v a la consecuente alteracitén de 1los
componentes del medio de cultivo,
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En cambio, en este intervalo de tiempo, en el medio de cultivo n@
10, si bien el valor de pH desciende bruscamente, se encuentra dentro
del intervalo en el que la tasa de consumo de sustrato es mas alta
(ver Tabla 3.62).

Al calcular q (tasa especifica de consumo de sustrato) para el
intervalo entre las 12 y las 16 horas en estas condiciones, este hecho
se pone de manifiesto de una forma adn mds patente, obteniendo valores
de g3, ;.= 0.120 g/g.h y de g0, 4 ,.= 0.438 g/g.h. Andlogamente,
al comparar en este intervalo la tasa especifica de crecimiento (),
se obtienen valores de yM* .., = 0.0241 h™'. y M0, .o\ = 0.438 h7',

Al reducir la agitacién & 500 r.p.m., se logra la asimilacién del
50% de la fuente de carbono utilizando el medio de cultive n@ 3 (en
jas 12 primeras horas de cultivo), y una del 38.8% cuando el medio de
cultivo utilizado es el nQ 10, con unos valores finales de pH de 3.2
y 4.3 respectivamente.

De una forma similar, al reducir la agitacién a 300 r.p.m. se
aprecia e]l mismo comportamiento, asimilandc en las 12 primeras horas
un 35% de la fuente de carbono en el medio de cuitivo n2 3 frente al
30.8% del medio de cultivo n2 10, alcanzando unos valores finales de
pH de 3.6 v 4.3 respectivamente.

Transcurridas las 24 horas de la experiencia, se comprueba que con
este régimen de agitacién (300 r.p.m.), no se consume en su totalidad
la fuente de carbono, quedando un 25% en el medio de cultivo n@ 3 y un
33% en el medio de cultivo n2 10.

Al efectuar estudios morfolégicos sobre los hongos filamentosos en
cultivo sumergido, se aprecia que con una agitacidn elevada
(700 r.p.m.). si bien es favorable para el procesc de consumo de la
fuente carbonada, las fuerzas de cizalladura derivadas del roce con
las palas del fermentador provocan la rotura de las hifas del micelio.
A 500 r.p.m. se observa una considerable reduccidén de este fendmeno.

Por eél1lo, parece aconsejable 1legar a un compromiso, y utilizar una
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agitacién de 500 r.p.m. en e) desarrollo del proceso de produccién de
biomasa, de esta forma, alcanzamos unos niveles aceptables de consumo
de la fuente de carbono, evitando ademds la ruptura del micelio,

4.10.— EFECTO DEL VALOR DE pH DEL MEDIO DE CULTIVO EN EL CONSUMO DE LA
FUENTE DE CARBONO POR 7. REESEY QM 9414 EN CULTIVO EN BATCH.

Los resuitados que parecen en la Figura 3.44, reflejan que cuando
en el medio de cultive existe una concentracidn inicial de 1 g/1. de
PO,HK, (medio de cultivo nQ 3) existe una correlacion positiva entre
el consumo de azlGcares reductores del medio de cultivo y el descenso
del wvalor de pH del mismo, observando que en cualquiera de las
condiciones, un mayor consumo de la fuente de carbono proporciona un
descensc mis acusado en los valores de pH.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en el medio de
cuitivo n2 10 en el que se quintuplicaba la concentracién de POHK,,
se aprecia una menor oscilacidn en los valores de pH, estabilizéndose
en un intervalo entre 3.0 y 3.5, originando asi, una ligera
disminucién en la velocidad de asimilacién de la fuente de carbono.

Para confirmar estos resultados, se determiné el consumo de
aztcares reductores por 7. reese{ QM 9414 a distintos valores de pH,
determinando que el consumo de l1a fuente de carbono es mds elevado a
valores de pH inferiores a 5.0. Valores de pH inferiores a 3.5
proporcionan descensos significativos en el rendimiento (Y, ),
descensos comprendidos entre un 28.89% para pH 2.5 y de un 22.29% en
el mejor de los casos frente a los obtenidos a otros valores de pH
(ver Tabla 3.61).

Los valores de pH que proporcionan mejores rendimientos son pH 4.0

y 4.6 con Y de 0.780 g/g9. vy 0.741 g/g. respectivaments.

x/8

De igual forma la tasa especifica de crecimiento mds elevada se
obtuvo con estos valores de pH, siendo estas de p= 0.126 h™' para pH
4.0 y de p= 0.115 h™' para pH 4.5.
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Al analizar la reaccién existente entre el pH del medio de cultivo
y la tasa especifica de crecimiento (u) se observa una correlacién
entre ambos para el intervalo de valeres de pH comprendido entre 2.5
y 4.0 (Figura 3.47), ello parece indicar que un aumento exponencial en
el nimero de protones en el medio de cultivo (descenso de pH) origina
un descenso lineal en la tasa especifica de cracimiento (W).

Segin estos resultados, se propone una ecuacién que permita
pronosticar la evolucién de u en funcidén del valor de pH del medio de
cultivo, en los intervalos de pH estudiados. La c¢inética que describe
la relacidn entre u vy el pH debe ser de tipo hiperbdlica, pues el
crecimiento se debe inhibir a valores bajos de pH, pero en el
intervalo estudiado el comportamiento es de tipo lineal, ajustandose
por ello a una ecuacidn de este tipo,

M= iy - 8.Tog(H")

Donde U: Tasa especifica de crecimiento para cada valor de pH.
Ho: Tasa especifica de crecimtento para valores de pH
préximos a 0.2
&: Pardmetro que determina la reduccién de yu con respecto
al vaior del pH del medic de cultivo.
(H*): Concentracién de protones del medic de cultivo
expresada en g/1.

Esta hipétesis parece estar de acuerdo También con los resultados
obtenidos por Browm (1975) para 7. viride.

Tras el cdlculo del coeficiente de mantenimiento para 7. reese’
QM 9414, se ha observado que esta tasa es andmalamente alta (0.145
g/9.h). Representando un orden de magnitud por encima de los obtenidos
para otros hongos filamentosos (Tabla 1.3).

Los valores tan bajos dei pH, como factor fisico-guimico, puede ser
1a causa de gue en la poblacidn celular coexistan células no viables

zuo as un parémetro tedrico, pues ningin hongo filamentoso es capaz de
desarrollarse bajo condiciones tan extremas de pH.
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con células viables, siendo ambos tipos producidos por la poblacidn
viable,

Las células no viables son incapaces de reproducirse, pero pueden
metabolizar la fuente de energia, alterando de esta forma las
relaciones de rendimiento y de mantenimiento de 1la poblacion;
existiendo por tanto una tasa de muerte y una de crecimiento, ambas
exponenciales (Van Uden, 1974).

De esta forma, se justificaria que el descenso tan acusado de los
valores de rendimiento y de crecimiento (tasa especifica de
crecimiento) no se correspondan con un descenso en la velocidad de
consumo de la fuente de carbono.

4.11.- CONSIDERACIONES SOBRE EL DESCENSO DE LOS VALORES DE pH DEL
MEDIO DE CULTIVO Y LA VELOCIDAD DE AGITACION DEL MISMO.

Como se ha descrito en el apartado anterior, los resultados
obtenidos parecen indicar que es el valor del pH del medio de cultivo
la causa indirecta de las diferencias observadas en las distintas
agitaciones,

Légicamente, un aumento en ta velocidad de agitacidén facilita una
mayor accesibilidad de los nutrientes para el hongo filamentoso,
ocasicnando un mayor aumento en la velocidad de consumo de la fuente
carbonada y consiguiente, un brusco descenso del valor del pH del
medic de cultivo. De esta forma, un descenso del valtor del pH del
medio de cultivo por debajo de 3.0 lleva consige una reduccién del
valor de los parédmetros cinético impiicados en el proceso.

Probablemente esto puede deberse, junto con una elevada energia de
mantenimiento, a que un descensc de este tipo en los valores de pH
1leva asoctado un aumento en la resistencia al paso de nutrientes a la
célula {Mozychenko, 1973).

Segln Andreyeva, (1973), las permeasas pueden inhibirse por accién
de los protones a valores muy bajos de pH, provocando con ello
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reducciones importantes en los valores de la tasa especifica de
crecimiento (u).

También Brown, (1975) propons que & valores de pH inferiores a 3.0
predomina fundamentalmente el metabolismo enddgenc frente al exdgeno,
lo que implica por tanto, una reduccidén considerable del metabolismo
celular destinadc al crecimiento.

En cambio, a valores de pH comprendidos entre 4.0 v 4.5 predomina
1a produccidn de biomasa frente al metabolismo endégenc (Brown, 1975).

Esta hipdtesis estd de acuerdo con los datos empiricos obtenidos,
y supone una forma de regulacién por parte del microorganismo de su
cinética de crecimiento.

De esta forma parece aconsejable ajustar el valor del pH del medio
de cultivo inicialmente entre 4.0 a 4.5 cuando el objetive del ensayo
sea la obtencién de biomasa flUngica.

4.12.—- EFECTO DE LA SUSTITUCION DE LA PEPTONA POR NITRATO AMONICO EN
EL MEDIO DE CULTIVO PARA LA RENTABILIZACION DEL PROCESO DE
PRODUCCION DE BIOMASA FUNGICA.

A tenor de leos resultados obtenidos que se muestran en la Figura
3.49, se observa que transcurridas 24 horas desde la inoculacién, el
medio de cultive n2 11 al que se le adicioné nitrato aménico en lugar
de peptona, contiene adn un 31.6% de fuente de carbono. En el medio
de cultivo n¢ 3 con peptona en el que toda la fuente de carbono se
agota entre las 20 y las 22 horas.

También puede observarse que en el medic de cultivo con nitrato
aménico, el valor de pH desciende por debajo de 3.0 desde las 8 horas
de incubacién, mientras gue en el medio de cultivo con peptona, los
valores de pH durante toda la fase de crecimianto exponencial se
mantienen entre 3.7 y 3.2. Nuevamente se confirma el hecho de que los
valores de pH inferiores a 3.0 disminuye el crecimiento drésticamente,
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aumentando el metabolismo de mantenimiento celutar,

4.13.- COMENTARIOS SOBRE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE PRODUCCION DE
BIOMASA CON 7. REESEI QM 9414 SOBRE HIDROLIZADO DE ALMIDON.

Estudiando aisladamente cada pardmetro, asi como el conjunto de los
mismos, puede comprobarse que a 300 r.p.m. no se agota la fuente de
carbono a 1o largo de todo el ensayo, v a 700 r.p.m. se produce la
fragmentacion del micelio, To que hace no acohsejable el empleo de
estas Ultimas condiciones en los ensayos de produccién de biomasa.

Un valor de pH inicial de 4.0 parece el mas adecuado para el
procese, ya que en estas condiciones y con la incorporacién de peptona
en a1 medio de cultivo, se mantienen los niveles de pH por
encima de 3.0 durante el tiempo necesario para agotar la totalidad de
la fuente de carbono del medio de cultivo (entre 18 y 20 horas).

Por debajo de un valor de pH de 4.0 se puede apreciar la reduccidn
an los rendimientos, siendo por debajo de pH 3.0 cuando se hace mds
acusado este efacto.

Pal mismc modo, la peptona resulta ser mejor fuenie de nitrdgenoc
que las sales amoniacales, evitando un descenso brusco de pH con la
consiguiente inhibicidn del c¢recimiento. E1 problema que plantea el
uso de peptona como fuente de nitrégenc es su capacidad de ser
utilizada como fuente de carbono. Por ello, 1ios valores de
rendimientos obtenidos deben ser considerados como la suma de Tos
obtenidos por la asimilacidén de los componentes del hidrolizado de
almidén y una pequefia proporcién de peptona.

De cualquier modo, y sin lugar a dudas, la comparacién de Jos
parametros que aparecen en la Tabla 3.62, muestran que las mejores
condiciones, tanto de produccién de biomasa como de consumo de
nutrientes, se consiguen con el medio de cuitivo n@ 3 a 500 r.p.m. a
un valor de pH inicial en el medio de cultivo de 4.0.
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4.14.- ESTUDIOS DE CONSUMO DE LA FUENTE DE CARBONO POR RESPIROMETRIA.

Este método, muchc mds sensible dque la determinacidén de azucares
reductores consumidos, permite efactuar una evaluacidn indirecta de
los mismos.

E1 andlisis de los resultados obtenidos por respirometria permite
comprobar que la velocidad de consumo de oxigeno més elevada gue se
alcanza con 7. reese’ QM 9414 se obtiene cuando el valor de pH se
estabiliza a 4.0, siendo esta de O,= 0,275 mMol/g.h. (Tabla 3.65),

De iguatl modo puede apreciarse que utilizando valores inferiores de
pH se reduce considerablemente la velocidad de consumo de oxigeno.

Tomando como valor 100 el valor de g0, para el valor de pH 4.0, se
observa que la tasa de consumo de oxigenoc se reduce en un 32.80%
cuando el valor del pH es de 3.5, a pH 3.0 esta tasa se reduce en un
69.63% y al descender hasta 2.5 el descenso supone un 81,09%,

Nuevamente, los resultados experimentales parecen indicar que el
descenso brusco de los valores de pH por debajo de 4.0 es crucial a
la hora de decidir si se pretende producir biomasa fungica o potenciar
el metabolisme enddgenc del microorganismo,

A partir de los resuitados obtenidos, que aparecen en la Figura
3.52, vy siempre en funcién de los datos experimentales, es posible
comprobar que la velocidad de consumc de oxigeno aumenta de forma
exponencial al aumentar la concentracién de protones del medio también
de la misma forma. Asi pues es posible obtener una ecuacién que
permita predecir la evelucidn de este paréametro.

Ln q0,= Ln g0, + € . pH

En el que €, es un pardmetro que determina la velocidad de
consumo de oxfigeno en funcidn del valor de pH.

Considerando que 7. reesef QM 9414 posee dnicamente metabolismo
oxidative (Domsch, 1980), con los datos obtenidos en los apartados
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3.8.2 y 3.10 puede determinarse que 1a reduccidén en la tasa de consumo
de oxigeno 1leva consigo una reduccién en la velocidad de asimilacion
de la glucosa; vy, asy mismo, una reduccidén en la tasa especifica de
crecimiento (en estas condiciones).

E1 cdlculo de € puede proporc¢ionar una informacién indirecta sobre
el fenbmeno de inhibicién del consumo de la fuente de carbono a
valores de pH muy bajos permitiendo de igual forma una cuantificacioén
indirecta del mismo.

4.15.- MODELOS MATEMATICOS DE CRECIMIENTO PARA T. REESEI QM 9414 EN
CULTIVO SUMERGIDO.

Con los datos qgue se muestran en las Figuras 3.52 y 3.54 puede
apreciarse que en Tas condiciones de ensayo, utilizando hidrolizado de
almidén como fuente de carbono para el crecimientc de 7. reesef
QM 9414, aparecen a lo largo del intarvalo de tiempo estudiado
distintas tasas de crecimiento.

Marshall y Alexander, (1960) al estudiar el comportamiento de
Neurospora crassa en cultivo sumergido determinan mediante medidas de
la velocidad de consumo de oxigeno que el modelic de crecimientc al que
mejor se ajusta aste microorganismo es el modelo en rafz clbica.

Trici en 1975, establece el concepto de unidad de crecimiento
micelial y empleando medidas de crecimiento de elongacitn de las hifas
por microfotografia, establece que el modelo de crecimiento
exponencial puede ser aplicado igualmente al crecimiento de N. crassa.

AT ajustar los datos experimentales obtenidos c¢on 7. reese’
GM 9414, se ha observado que para los intervalos de tiempo empleados,
ambos modalos son igualmente védltidos para este microorganismo, al
crecer an hidrolizado de almiddén en cultivo sumergido.

Resulta interesante hacer una serie de comentarios a los rasultados
obtenidos por (Marshall, 1960) y (Trici, 1975) con N. crassa.
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Marshall en principio, emplea como medida de crecimiento micelial
una medida metabdlica (7a tasa de consumo de oxigeno en el tiempo),

Los resultados obtenidos con T. reesef QM 9414 al estudiar la
evoiucién de esta tasa con el valor del pH del medic de cultivo,
indican que esta medida sélo puede ser utilizada como medida de
cracimientc cuando al medio de cultivo sobre el que se desarrcolla el
microorganismo tiene un valor de pH estable a 1o largo del tiempo. Y
gue cualquier alteracién en este valor de pH, Tleva consigo una
alteracién en la velocidad de consumo de oxigeno del microorganisme vy
por lo tanto, del crecimiento.

Trici, al elaborar la hipdtesis de la unidad de crecimiento hifal,
demuestra que también a los microorganismos filamantosos se les pueden
aplicar las wecuaciones del «crecimiento exponencial. La base
estructural de su hipétesis es del todo correcta, aungue Trici
presupone gue el crecimiento de las hifas en un peliet sumergido es
homogéneo, haciendo dnicamente alusidn a problemas de diferenciacion
y de accesc de nutrientes en cultivos en medios s6lidos.

La experiencia demuestra que esto no es asi (Pirt, 1860), y que
cuando un hongo filamentoso se desarrolla formando pellets mis ¢ menos
densos en cultivo sumergido el comportamiento de las hifas no es del
todo idéntico si se encuentran en la periferia o si estédn en el centro
del pellet, pues 1a formacidn de la yemas es distinto segin el consumo
de oxigeno en un sitio o en otro,

Los estudios morfoldgicos 1levados a cabo con Trichoderma ressei QM
9414, 1indican gue c¢rece en cultivo sumergido formando pellets de tipo
laxo, es decir gue todas las hifas estdn en contacto con el medio de
cultivo no aprecidndose diferencias morfolbgicas entre ellas, y por
tanto, noc presentandc problemas de difusidn de nutrientes al interior.

Por ello, al aplicar al modelio exponencial, los datos de peso seco
obtenidos con T. reese’ GM 9414 se ajustan perfectamente al mismo
{Figuras 3.53 y 3.54).
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De igual forma, teniendo en <cuenta que Tlos pellets de
T. reessi QM 9414 son de tipo laxo, segin la hipbdtesis de Pirt,
{(1960) en este tipo de pellets el radio de los mismos se aproxima al
valor de la zona cortical metabdélicamente activa, conocida como zona
Q, asf pues, 7. reesei QM 9414 puede seguir entohces un modelo de
crecimiento de tipo exponencial o de rafz ctbica indistintamente,
hipttesis gue parece ser confirmada con los resultados oblenidos,

En la Figura 3.55 aparece la distribucién da los coeficientes de
correlacidn de los ajustes de regresion utilizande uno u otro modelo,

A Ta vista de los resultados, pueden ser aplicados ambos modelos
sagiin criterios estadisticos, con un indice de confianza entre el 98
y a1 100%.

La aplicacidén de upo u otro modelo sobre el crecimiento micelial
conduce a la obtencién de pardmstros cinéticos similares, que
bidsicamente definen la forma de crecimiento de los hongos filamentosos
en cultivo sumergido.

Mientras que con el modelo de crecimiento exponencial es posibie
calcular u (tasa especifica de crecimiento) que tan sélo obedece a la
forma de reproduccién del microcorganismo, en el modelo en raiz
clbica, asumiendo que los pellets laxos de T, reesei QM 9414 crecen
con una densidad uniforme, puede calcularse un pardmetro I que puede
ser definido como una tasa de produccidén de biomasa vy por tanto de
crecimiento del microorganismo. Esta tasa tiene en cuenta ademds de la
forma de multiplicacién del microorganisme su disposicidn espacial de
desarrollo en el medio de cultivo asf como su accesibidad a los
nutrientes del mismo.

De esta forma la ecuacidén que describe el crecimiento en raiz
clibica para petlets laxos puede ser transformada en:

M7 = MV 4 3Lt donde I = (4/3m.T)"/%.W.q
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donde
M: Biomasa en un tiempo t, expresada g/1.
: Biomasa para t=Q, expresada en g/1.

o

dr/dt (Elongacién de las hifas por unidad de tiempo).
Tiempo expresado en horas.

Constante numérica (3.14158)

: Tasa de crecimiento.

Densidad media de los pellets expresada en g/cm’.

E T ™M A ¢+ o

Radio metabélicamente activo del pellet.

4.16.— ENSAYOS SOBRE INDUCCION Y REPRESION DEL COMPLEJO
CELULOLITICO CON DISTINTAS FUENTES DE CARBONO.

Con los resultados que aparecen en la Figura 3.58 puede apreciarse
gue tanto la glucosa como la celobiosa se comportan como sustancias
represoras de los distintos componentes del complejo enzimédtico
celulolitico. Con estas dos sustancias, los niveles enzimdticos a 1o
large del proceso estén préximos a cero.

Estos efectos fueron yva observados por Mandels en 1982, y aparecen
considerados en algunos modelos cinéticos de produccidn enzimatica
(Moreira, 1981).

Mandels sugiere que este efecto es debido a que tanto 1a giucosa
como la celobiosa son los productos finales de la degradacién de 1la
celulosa, y debido a ello, las enzimas del complejo celulolitico se
reprimen por producto final.

La carboximetilcelulosa si bien no produce induccién alguna sobre
los componentes del complejo enzimético, s{ muestra una cierta
capacidad estimulante (aunque muy baja 0.05 U.A.E/m1) sobre 1la
actividad endoglucanasa. Hay que tener en cuenta que la carboximetil
celulosa es un producto cetuldésico més complejo que la celobiosa, v
ademds, que es el sustrato sintéticc sobre el que se determina la
actividad endogiucanasa, por ello parece 1dgico pensar que pueda
ejercer un cierto efecto sobre la misma.
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En cuanto a otros sustratos como la paja, el papel da filtro v el
avicel, resultan sustancias mucho mds efectivas en la induccidn de las
actividades del complejo celulolitico.

Acebal, en 1985, propone la paja como un buen sustrato para la
produccién de enzimas celulol{iticas, previo tratamiente fisico-quimico
de la misma. Segln los ensayos efectuados hasta este momento, indican
que si bien 1a paja puede ser utilizada como un buen sustrato en la
produccidén de celulasas, el papel de filtro sin pretratamiento alguno
se decanta como un sustrato mucho mds "activo”, de ah{ que un posibie
tratamiento fisico-quimico del papel de filtro, pueda mejorar los
niveles de produccién de celulasas.

A lo largo de todo el proceso, ha podido observarse gue cuando se
determinan las actividades del complejo celulolitico por separado
(endoglucanasa, exoglucanasa y B-glucosidasa) los niveles de actividad
son superiores a cuando se determinan sobre el papel de filtro como
actividad celulasa total. Este fenbémeno puede ser debido a que cuando
actia el complejo celulolitico schre sustratos complejos como el papel
de filtro, pueden aparecer fendmenos de interferenclas entre las
actividades, asi como, posibles fenémenos de inactivaciodn.

Estos datos se repiten a lo largo de todo el proceso, indicando
que cuando se miden las actividades del complejo enzimatico por
separado, al determinarse scbre sustratos especificos y sintéticos
presentan unos niveles de actividad enzimdtica superiores a cuando en
conjunto en el complejo enzimdtico sobre sustratos mas complejos como
el papel de filtro,

0tro punto interesante es estudiar el posible efecto de 1a soforosa
tedéricamente presente en el hidrolizado de almidédn. (Mandels, 1962).

Seglin este autor, la soforosa aparece como disacédrido de reversién
en los hidrolizados d4cidos de almidén, y resulta extremadamante activa

en la induccion del compiejo celulolitico de Trichoderma reeser.

E1 andtists cromatografico (H.P.L.C.) de los productos del
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hidrolizado no ha permitido 1identificar a la soforosa como una
fraccidén presente en el mismo. Esto puede ser debido a 1a elevada
concentracién de glucosa y maltosa presente en el mismo, vy a que los
niveles de soforosa en los hidrolizados de almidén son del orden de

ug/ml.

Si se une esto a los datos de actividades enzimdticas a tiempo cero
{antes de afiadir las sustancias inductoras), que aparecen en la Figura
3.58, parecen indicar gue, o bien su concentracién se encuentra por
debajo del umbral de induccién (4 uM) (Sternberg, 1980) o bien no se
encuentra en el mismo,

4.17.~ ENSAYOS CON PAPEL DE FILTRO Y AVICEL: ESTUDIOS DE LA INDUCCION
DEL COMPLEJO ENZIMATICO.

Con los resultados obtenidos puede observarse un importante efecto
positivo debido a la acgcién del pretratamiento fisico sobre el papel
de filtro.

Al comparar las actividades obtenidas con el avicel v el papel de
filtro, sin pretratamiento fisico, frente a las obtenidas con papel
de filtro tratado, se observa gue con este Ultimo las actividades son
mucho mis elevadas. Este fenGmeno de aumento tan acusado en 1a
actividad total del complejo enzimdtice ("Actividad de Papel de
Fiitro”, F.P.A.) puede ser explicada teniendo en cuenta que en la
celulosa existen zonas amorfas y c¢ristalinas, y estas dltimas crean
una fuerte resistencia al ataque enzimatico (Fan, 1981).

Por otro ladc, el avicel es un sustrato sintético vy muy puro de
¢elulosa microcristalina, v si bien el tamafio de particula que posee
resulta ijddéneo para su ataque (Gapuray, 1983) no lo es asi su
estructura, ofreciendo impedimentos de tipo estérico al ataque
enzimatico, Algo simitar sucede con el papel de filtro, pues debido a
su estructura fibrilar y altamente compacta, resulta muy dificil su
ataque (Puri, 1984).
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Con a1 pretratamiento fisico del papel de filtro se ha leogrado una
disgregacidn de esta estructura compacta, dejando expuestos al ataque
enzimdtico Tas zonas de celulosa amorfa, resultando de esta forma el
sustrato mucho més accesible a la accidn enzimdtica de Tlo gue era
antes, mejorando los niveles de actividad enzimética.

Este efecto de mejora por accién del pretratamiente fisico, se pone
de manifiesto tanto en la actividad celulolitica total (F.P.A.) como
en cada una de TJas actividades del complejo (endoglucanasa,
exoglucanasa vy B-glucosidasa).

4.18.- EFECTQ DEL_PRETRATAMIENTO QUIMICO SOBRE LOS DISTINTOS
INDUCTORES.

A 1a vista de los resultados obtenidos, y que se observan en las
Figuras 3.59 y 3.60, puede observarse que el pretratamiento guimico
influye de distinta forma segln el sustrato pretratado y segin las
actividades enzimdticas ensayadas.

81 bien se observa una accién mids o menos homogénea sobre la
actividad de papel de filtro (F.P,A.), encontrdndose los nivaeles de
actividad de los sustratos pretratados por encima de los no tratados,
esta accibén a veces no existe o se vuelve desfavorable en el caso de
las actividades endoglucanasa, exoglucanasa vy B-glucosidasa estudiadas
sobre papel de filtro y papel de filtro cardado.

Este fenbmeno, aparentemente contradictorio, puede explicarse por
al efecto del pretratamiento quimico sobhre los sustratos.

B4sicamente, con este procedimiento se pretende reducir Jla
estructura cristalina de la celulosa, disclver los posibles complejos
lignina-celulosa, dificilmente atacables, y aumentar la superficie de
contacto de la fibra celuldsica (Han, 1983).

De los tres sustratos empleados, el papel de filtro, el gque reune
tas tres caracteristicas, altamente cristalino, compacto y con
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complejos lignina-celulosa; por tanto, la accidn del pretratamiento
quimico debe actuar sobre mds factores que con el papel de filtro
cardado, donde el pretratamiento fisico ha disgregadc en parte su masa
compacta, aumentando la superficie de contacto. En el caso del avicel,
no existen complejos 1lignina-celulosa, y la relacidn superficie
volumen es muy alta (Kim-Dong-Won, 1988).

El pretratamientc quimico sobre &1 avicel Unicamente transforma la
celulosa cristalina en amorfa, transformandolo en un sustrato muy
facilmente atacable; es por ello por 10 que con el avicel pretratado
quimicamente se obtienen los mejores niveles de actividad enzimatica
de los tres sustratos, reduciendo el tiempo de aparicién de las mismas
y presentando un méximo de actividad F.P.A. a las 72 horas, frente al
méximo obtenido a las 168 horas cuando no estaba tratado.

Sobre el papel de filtro cardado, también se observa un efecto
beneficioso con el pretratamiento, aunque inferior al obtenido sobre
el avicel. Por ultimo, los niveles mds bajos de actividad se han
obtenido con el papel de filtro, probablemente porque el
pretratamiento quimico por sf s6lo no es capaz de disgregar la masa
del mismo, y romper las uniones lignina-celulosa.

Acebal v colaboradores, en 1985, proponen dque un factor muy
importante en la produccién de celulasas por Trichoderma reesei es el
pretratamiente quimice (alcalino) del sustrate, aumentando Jla
digestibilidad de la c¢elulosa, debido a la discciacién de los
complejos lignina-celulosa.

Con todos los datos aportados, el pretratamiento fisico de los
sustratos parece tan importante o méds que el pretratamiento quimico de
los mismos; pues cuando el sustrato es de naturaleza compleja, como es
el caso de los residuos lignoceluldésicos, parece necesaria una
disgregacion prévia de la masa de los mismos, favoreciendo de esta
forma el posterior tratamiento gquimico.

En resumen, las caracteristicas fisico-quimicas de cada uno de los
sustratos, asi como su mayor o menor complejidad, son la causa
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fundamental de que el pretratamiento quimico afecte en mayor o menor
medida al comportamiento de las actividades enzimédticas del complejo
celulolitico de Trichoderma reesei QM 9414,

4.19.- EFECTO DE LA ADICION DE NUTRIENTES AL MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA
ACTIVIDAD DEL COMPLEJQ CELULOLITICO.

La incorporaciton de nutrientes (sales minerales y peptona) a los
medios de produccidn enzimdtica parecen tener un efecto positivoe sobre
la misma.

Este aumento en las actividades enzimdticas del complejo
calulolitico, as mucho mids acusado en 1a actividad F.P.A. (Actividad
de Papel de Filtro), 1legando a niveles de actividad de 0.37 F.P.U/m]1.

Del mismo modo, se ha podido ohservar que dependiendo de la fuente
de carbono presente en el medio (avicel, papel de filtro o papel de
filttro cardado), l1a incorporacién de los nutrientes al afladir la
citada fuente de carbono, puede tener un efecto sinérgico o antagdnico
sobre las distintas actividades del complejo, dependiendo de gue la
fuente de ¢arbono haya sufrido pretratamiento guimico o no.

Comc ejemple, cabe citar el papsl de filtro cardado. E]
pretratamiento quimico del mismo, junto con 1a adicidén de nutrientes,
permiten obtener mayores niveles de actividad F.P.A, en menos tiempo
(ver figura 3.6.1.2). En cambio, esta acc¢idn resulta negativa para la
actividad exoglucanasa, determinada en las mismas condiciones,

Teniendo en cuenta que los estudios para la produccién de celulasas
en dos fases son escasos, resulta muy complejo analizar la influencia
de estos parédmetros. Brown en 1975 y Riu, Andreotti vy Mandels en 1979,
efectuaron estudios del crecimiento de Trichoderma reesei vy
Trichoderma viride sobre sustratos solubles potencialmente inductores
de celulasas (lactosa, o la soforosa contenida en la cerelosa),
incorporando al medio de cultivo una base de sales minerales, y en
algunas ocasiones una fuente de nitrégeno organico (peptona o urea) en
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concentraciones variables (Mandels vy Weber, 1969), (Mandels vy
Andreotti, 1978).

Estas experiencias, que resultan las mds similares a las que agui
se plantean, no realizan estudio alguno scbre el efecto de los
componentes del medio de cultivo sobre la produccidn de celulasas.

Cuando se ha efectuado el estudio de la incorporacidn de nutrientes
al medio de cuitive (Figura 3.62), se ha observado que no aparecen
diferencias significativas entre la incorporacién de sales minerales
vy peptona o Unicamente sales mineralass sobre las distintas actividades
enziméticas del complejo. Segin estos datos parece 16gico emplear
sales minerales, como {nico nutriente a incorporar junto con el
inductor a los medios de cultivo, ya que con la séla incorporacion de
estos nutrientes se alcanzan niveles de actividad enzimatica similares
a los obtanidos con sales minerales vy peptona.

En este momento es importante mencionar la gran variacién de las
actividades enzimaticas obtenidas bajo las mismas condiciones de
trabajo en distintas experiencias. Estas oscilaciones no sélo han sido
observadas por nosotros, sino que otros equipos las han hecho notar
(Mandels, KubickeK, Strenberg etc...), pudiendo ser debidas a
alteraciones metabdlicas de Tas cepas de hongos filamentosos al ser
mantenidas en laboratorio, o a sucesivos pases sobre medios de cultivo
frescos.

4.20.- EFECTOS DEL SALTO DE ESCALA (MATRAZ A FERMENTADOR) EN LA
PRODUCCION DEL COMPLEJO CELULOLITICO (CULTIVO EN BATCH).

Al abordar el estudic de la produccién de celutasas, la mayor parte
de los trabajos se efectlan con agitacidn orbital (Knapp, 1986)
(Schaffner, 1990), en algunas ocasiones, estos estudios se efectlan a
nivel de fermentador (Ryu, Andreotti y Mandels, 1979), (Herr, 1979),
pero en raras ocasiones se efectia un estudio comparativo de salto de
escala.
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Tras analizar los resultados obtenidos en las mejores condiciones
en agitacién orbital (papel de filtro cardade, pretratado
quimicamente, incorporando al medic de produccidn sales minerales),
con los obtenidos en fermentador utilizando las mismas condiciones,
puede apreciarse que el aumento de la agitacién ejerce un fuerte
efecto positivo en la actividad celulolitica. Ahora bien, este efecto
se presenta de un forma mucho més acusada en algunas enzimas de)
complejo celulolitico.

Asimismo, el aumento de la agitaciéon reduce el tiempo de "latencia”
en la apariciédn de las actividades del complejo celulolitico. Este
efecto aparece mas marcade en Ja actividad endoglucanasa vy
exoglucanasa.

Estoe puede deberse a que &1 micelio del hongoe filamentoso se
encuentra en un estado metabdlico distinto cuando se cultiva en matraz
o en fermentador. En este (ltimo 1a presidén parcial de oxigeno no
resulta ser un factor limitante para el crecimiento (Herr, 1979), o
quizd haya que considerar otros motivos, bien de tipo espacial o de
accesibilidad a los sustratos para la produccidn enzimética.

En cualquiera de Tlos casos, parece aconsejable utilizar una
agitacién de 5900 r.p.m. (en farmentador), para incrementar la
produccioén de celulasas, incremento que 1lega al 307.9% en 1la
actividad F.P.A., comparada con la actividad obtenida en las mejores
condiciones bajo agitacién orbital.

lLas actividades endoglucanasa, exoglucanasa y f-glucosidasa,
también se ven incrementadas considerablemente, este aumento es de un
109% para Tla actividad endoglucanasa, de wun 133.9% para Jla
exoglucanasa a las 96 horas, y de un 40% para la B~glucosidasa en las
primeras 48 horas.

De acuerdo con los datos empiricos, es posible determinar el
comportamiento de las distintas actividades enzimdticas del complejo
cetulolitico a lo largo del tiempo.
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Un andlisis de regresidn de estos datos parece indicar, que tanto
la actividad F.P.A., comc Jas distintas enzimas del complejo
celutolitico {endoglucanasa, exoglucanasa v B-glucosidasa) se producen
siguiendo un modelo exponencial (Figura 3.64 y Tabla 3.67).

Al efectuar el ajuste de las ecuaciones descritas, el nivel de
confianza de las mismas estd comprendido entre el 96 y 99%, segin la
actividad enzimdtica v las condiciones de agitacién.

Cuando los ajustes se efectlan sobre Tos datos obtenidos en
experiencias en matraz, los coeficientes de.correlacidén resultan ser
inferiores a cuando se efectlan sobre datos obtenidos en fermentador
a 300 6 500 r.p.m.

Este fendmeno, como se ha mencionado antes, puede deberse una
deficiente oxigenacidén en el matraz, pudiendo verse dificultada la
sintesis enzimatica (Solomons, 1983).

Estos estudios, unidos a los fendmenos de inactivacién y de
adsorcidén, pueden aportar datos para explicar el comportamiento del
complejo <celulolitico de Trichoderma reesei GM 9414 en estas
condiciones.



V.—CONCLUSTONES
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CONCLUSIONES:

MEDIO DE CULTIVO.

1.- La adicién de sustancias de carédcter tensoactivo en procesos de
hidrdlisis de almidén tiene efectos negativos cuando el &cido empleado
es el clorhidrico, reduciendo el potencial hidrolitico de este. Misntras
gue cuando el 4cido utilizado es el sulfdrico el potencial hidrolitico
aumenta notablemente.

2.— Con el proceso de hidrdlisis &4cida desarrollado con el almidén se
cbtienen niveles de sacarificacién similares a los ya publicados,
aumentando el contenido en glucosa de ios mismos en un 73%.

FISIOLOGIA DEL CRECIMIENTO.

3.- La adicidén de nitrato amdénico, como en otros hongos filamentosos,
tiene un efecto inhibitorio en el consumo de aminodcidos libres y de
peptona por parte de Trichoderma reesei QM 8414,

4.- La velocidad de consumo de la fuente de carbono aumenta con la
alreacién en medios de cultivo no tamponados. Este aumento es debido al
descenso del valor del pH del medio, vya gque no ocurre en los medios
tamponados.

5.- E1 descenso en los valores de pH del medio produce un desscenso en el
rendimiento y consecuentemente en la tasa especifica de crecimiento (u),
ya que aunque aumenta el consumo no es suficiente para compensar la caia
en el rendimiento,

6.~ Si Ta disminucién en el rendimiento se atribuye a la energia de
mantenimiento, el coeficiente (m) calculado para nuestra cepa es 0.145
g/g.h, un orden de magnitud superior a los obtenidos con otros hongos
filamentosos.
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7.- Para establecer una ecuacién matemdtica que describiera el
crecimiento del microorganismo, utilizamos los modelos exponencial y en
raiz cObica. Nuestros datos se ajustan en un 98% segun criterios
estadisticos a los dos modelos, 1o gue permite inferir que crecimiento
es de tipo en "pellet” laxo. Esta conclusién puede confirmarse por Tla
obsaervacién microscépica de los "pellats”.

PRODUCCION ENZIMATICA.

8.- E1 aumento de la agitacidn incrementa la actividad del complejo
celulolitico, tanto en su determinacidn global, como en la valoracidn de
las actividades endoglucanasa, exoglucanasa v f(-glucosidasa.

9.- Durante el proceso de induccidén, la actividad endoglucanasa es la
predominante del complejo celulolitico en los primeros momentos,
apareciendc posteriormente y de forma secuencial las actividades
excglucanasa y B-glucosidasa.

10.- Trichoderma reesei QM 9414 en las condiciones estudiadas presenta
una cinética de produccién de enzimas celulelifticas de tipo exponenciatl,
tanto del compliejo en conjunto como de cada componente aislado.

11.- Durante el procesc de induccién, la actividad endogiucanasa es la
predominante del complejo celulolitico en los primeros momentos,
apareciendo posteriormente y de forma secuencial Jlas actividades
exoglucanasa y B-glucosidasa.

12.- Los niveles de produccién enzimdtica no estdn correlacionados con
tas actividades que componente el complejo a 1o large del proceso de
produccién. De forma que las condiciones 6ptimas para la produccién del
complejo total o las distintas actividades no son las mismas.
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