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Resumen

Las xilanasas son enzimas que tienen varias aplicaciones en la industria alimentaria.
Una de sus aplicaciones mas importantes es en la elaboracion del pan. Una vez que
se agregan a la masa, las xilanasas alteran de forma controlada la absorcién de agua
e incrementan el volumen del producto. En el presente trabajo se desarrollé un nuevo
medio (EL-1) para la produccion de xilanasas de Trichoderma longibrachiatum. La
viscosidad de los caldos de fermentacion se estudid utilizando un reémetro
modificado con un impulsor helicoidal. La viscosidad se estudié debido al impacto
que tiene sobre el desempefio de los fermentadores.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la produccion de xilanasas de
Trichoderma longibrachiatum Ml 061758 en cultivo agitado a escala laboratorio, y
estudiar la reologia de los caldos de fermentacion.

Las fermentaciones se llevaron a cabo a 30 ° C. Se utilizé glucosa y xilano de avena
como fuente de carbono. Se determiné actividad de xilanasas, proteina extracelular y
biomasa en el extracto crudo. Una unidad (U) de actividad se defini6 como umoles de
azUucares reductores liberados por minuto. Los datos brutos obtenidos del reémetro
(torque y velocidad angular del impulsor) se transformaron a viscosidad de proceso y
velocidad efectiva de deformacion utilizando teoria de mezclado

En sales Volgel (SV), se alcanzaron maximos de 68.4 U (a los 3 dias) y de 3.39 U (a
los 2.5 dias) en glucosa y xilano, respectivamente. Se observd que la produccion de”
xilanasas es inductiva por el xilano. La secrecion de protéina se asocié con el
crecimiento del hongo. En EL-1, se alcanzaron maximos de 487 U (a los 3 dias) y de
118 U (a los 2.5 dias) en glucosa y xilano, respectivamente. La mayor actividad
enzimatica observada en EL-1 se asoci6é al crecimiento del hongo. Tanto en EL-1
como en SV, la actividad enzimatica se incrementd rapidamente durante los primeros
3 dias, e inmediatamente alcanzado el valor maximo disminuyé con el tiempo.

En la ventana de velocidades de deformacién analizada, los caldos de fermentacién
se comportaron como fluidos no newtonianos dilatantes (con valores de n entre 1.14
y 1.75). Este comportamiento se asocio al crecimiento del hongo y fue independiente
del medio y de la fuente de carbono. Se propone una modificacion al método de Brito
y col. (1998), para calcular la viscosidad de los caldos de fermentacién y los
resultados asi obtenidos se compararon con los que se obtuvieron al utilizar el
método clasico de Metzner y Otto (1957), obteniéndose una coincidencia perfecta
entre los valores de viscosidad. Se observé que la viscosidad de los caldos de
fermentacién es independiente del medio y de la fuente de carbono con una
excepciéon: EL-1 con glucosa, donde la viscosidad de los caldos se asocio
directamente al crecimiento del hongo.

Palabras clave: xilanasas, Trichoderma longibrachiatum, viscosidad de proceso, impulsor helicoidal.



Abstract

Xylanases are widely used in the food industry. An important application of xylanases
is their-use in bread making. Once added to bread dough, xylanases are able to
change and control water absorption and improve loaf volume. We developed a new
medium (EL-1), for production of xylanases from Trichoderma longibrachiatum. The
viscosity of fermentation broths was investigated using a helical ribbon impeller fitted
to a rheometer. Viscosity was investigated due to its importance in the performance of
bioreactors.

The aim of this work was to characterize xylanase production and the rheology of
fermentation broths from Trichoderma longibrachiatum IMI 061758.

Fermentations were carried out at 30 °C. Glucose and oat spelt xylan were used as
carbon sources. Xylanase activity, protein and biomass in the crude extract
supernatant were determined. One unit (U) of activity was defined as umoles of
reducing sugars released per minute. Raw data (i.e., torque and impeller angular
velocity) from rheometer were transformed into process vnscosuty and effective rate of
deformation by using mixing theory. - -

When growing in Volgel salts (VS), maximums of 68.4 U (after 3 days) and 3.39 U
(after 2.5 days) in glucose and xylan, respectively, were achieved. Xylanase
production was founded to be inductive by xylan. Protein-secretion was growth
associated. When growing in EL-1, maximums of 487 U (after 3 days) and 118 U
(after 2.5 days) in glucose and xylan, respectively, were achieved. Higher enzyme
activities observed in EL-1 were growth associated. In both, EL-1 and VS, enzyme
activity increased rapidly during the first 3 days, and soon after reaching maximum
decreased with time.

[n the range of shear rates here studied, fermentation broths were found to behave as
shear thickening fluids (n ranged from 1.14 to 1.75). This observed behavior was
growth associated and independent on medium and carbon source. A modification to
the method of Brito et. al. (1998), is proposed to calculate the viscosity of
fermentation broths and the results therefore obtained were compared with those
obtained with the classical Metzner and Otto (1957) approach, thus obtaining a
perfect match among the viscosity values. The viscosity of fermentation broths was
founded to be independent on medium and carbon source with one exception: EL-1
with glucose, where viscosity was growth associated.

Keywords: xylanases, Trichoderma longibrachiatum, process viscosity, helical ribbon impeller
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Lista de simbolos utilizados

g, aceleracién debida a la gravedad (9.81 m-s@),

D, diametro interno del tanque utilizado en los estudios de reologia (m).

d, didmetro del impulsor helicoidal (m).

h, altura del impuisor helicoidal (m).

Trmax, torque maximo del reémetro Haake RV20-M5 (4.9-10°2 N-m).

T, torque registrado por el redmetro Haake RV20-M5 (N-m).

Nmax, velocidad rotacional maxima del redmetro Haake RV20-M5 (500 rpm).

N, velocidad rotacional del impulsor (rps).

%D, porcentaje de velocidad de deformacion registrada en el reémetro Haake
RV20-M5 (por ciento).

%1, porcentaje de esfuerzo registrado en el redmetro Haake RV20-M5 (por ciento).

P, potencia consumida por el impulsor helicoidal (J-s™).

R, nimero de Reynolds (adimensional).

Np, nimero de potencia (adimensional).

p, densidad dei fluido analizado (kg-m™).

4, viscosidad newtoniana (Pa-s).

ne, Viscosidad efectiva (Pa-s).

1, esfuerzo cortante (Pa).

n, indice de flujo del modelo de la ley de la potencia (adimensional).

m, indice de consistencia del modelo delaleydela potenCIa (Pa-s™).

7, velocidad de deformacién (s™)

7, » velocidad de deformacién promedio o efectiva en las proximidades del
impulsor (s™).

ks, constante de Metzner-Otto correlaciona Ja velocidad rotacional del impulsor
conla 7. (adimensional).

ks(n), funcion que relaciona el indice de flujo y la velocidad rotacional del impulsor
conla y, (adimensional). .

kp, constante de potencia newtoniana (adlmenSIOnaI)

kp(n), funcién que establece la relacion entre el Ny el R, en funcion de n
(adimensional).

b, constante de la funcion kp(n) [24.64+2.76, adimensional].

¢, constante de la funcién kp(n) [0.91+0.02, adimensional].



1.

Introduccion



La produccién de mas y mejores alimentos es una prioridad global. La biotecnologia
ha desarrollado una multitud de herramientas que nos permiten incrementar la
variedad, productividad y eficiencia en la produccién de alimentos. En este contexto,
fa produccién de enzimas es una de las principales aportaciones de la biotecnologia
a la industria alimentaria. A pesar de la importancia de las enzimas como aditivos en
el procesamiento de los alimentos, en México no se cuenta con desarrollos propios
que permitan el establecimiento de una independencia tecnolégica en lo que a

produccién-de enzimas se refiere,

Las xilanasas son enzimas de origen natural que actian sobre los polimeros de
xilano, componente importante de la fraccidn hemiceluldsica de aigunos vegetales. El
xilano es un heteropolimero ramificado, por lo que su degradacién enzimatica hasta
el mondémero, xilosa, es un proceso complejo que involucra a varias enzimas
denominadas genéricamente xilanasas. Las aplicaciones comerciales de las
xilanasas incluyen su uso como aditivos en la elaboracion del pan; la conversion de
desechos agréindustriales a xilosa; la clarificaciéon de jugos; la extracciéon de café,
aceites vegetales y almidon; y el blanqueado selectivo de pulpa de papel (Sunna vy
Antranikian, 1997).

Se ha observado que los hongos filamentosos del género Trichoderma son
productores de celulasas y hemicelulasas extracelulares. En particular Trichoderma
longibrachiatum ha probado ser una excelente fuente de xilanasas (Royer y Nakas,
1989). Sin embargo, la produccion de enzimas de hongos filamentosos a gran escala
plantea problemas técnicos serios. Por un lado, es muy importante conocer en
detalle el metabolismo del organismo productor: cuales son sus requerimientos
nutricionales, cuando produce el metabolito de interés, y como puede incrementarse
esta produccién. Por otro lado, los hongos filamentosos son organismos sensibles
gue esporulan, con la consecuente pérdida de productividad, si se ven sometidos a
estrés mecanico. Por tanto, hay que seleccionar cuidadosamente un sistema que

permita mantener el medio homogeneizado con un minime de estrés para el hongo.



La determinacion de las propiedades reoldgicas de los caldos de fermentacion ayuda
en la seleccidén objetiva del impulsor que proporcionara la mejor distribucion de los
nutrimentos del medio y por tanto, una mayor produccion. Dada la naturaleza
heterogénea de los caldos de fermentacion, no es posible el uso de redmetros
convencionales en la determinacién de las propiedades reoldgicas de los caldos. Una
alternativa al uso de redémetros convencionales, es el uso de sistemas de mezclado
acoplados a torquimetros de precision para determinar propiedades reoldgicas de
proceso (Metzner y Otto, 1957). Esta reologia de proceso sélo sera valida, bajo

condiciones de similitud geométrica, para un impulsor y un contenedor dados.

Este estudio reporta la produccion de xilanasas de Trichoderma longibrachiatum M|
061758 a escala laboratorio en cultivo agitado, y la caracterizacion reologica de los

caldos de fermentacion.



2. Antecedentes



2.1 La biotecnologia en la produccion de alimentos.

La produccién de mas y mejores alimentos es una prioridad global. La biotecnologia
ha desarrollado una multitud de herramientas que permiten incrementar la variedad,
productividad y eficiencia en la produccién de alimentos (Harlander, 1991). Por
biotecnologia se puede entender la aplicacién de diferentes procesos cientificos y
tecnologicos a la explotacion de sistemas biolégicos para beneficio del hombre. Los
sistemas biolégicos son plantas, animales, microorganismos o a cualquier parte de

estos seres vivos.

La biotecnologia ha permitido superar muchas de las limitaciones de la produccidn
de alimentos. Por ejemplo, la ingenieria genética permite el intercambio de
informacion genética entre, virtualmente, cualquier especie; y el cultivo de células
vegetales establece la generacion y/o conservacion de plantas con caracteristicas
deseables en la agricultura. Algunos de los aportes de la biotecnologia a la

produccion de alimentos se resumen en la tabla 1.

2.1.1 Las enzimas como aditivos en la produccién de alimentos

La produccion de enzimas es una de las principales aportaciones de la biotecnologia
a la industria alimentaria. Las enzimas son proteinas que aceleran reacciones
quimicas que de otra manera se llevarian a cabo muy lentamente o, definitivamente,
no se efectuarian. Las enzimas reaccionan formando un complejo enzima-substrato,
que da lugar a la transformacién del producto deseado. Después de que la reaccidon
se completa, el complejo se separa liberando por una parte el producto vy

regenerando la enzima por el otro.

Cualquier planta, animal o microorganismo es una fuente potencial de enzimas, sin
embargo se deben de tomar en cuenta los costos de produccion asociados. De los
muchos factores involucrados, hay dos areas criticas que son determinantes en

costos: rendimientos dptimos y una eficiente recuperacion del producto (Penet,1991).
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Tabla 2.1. Aportes de la biotecnologia a la producmon de alimentos

“Ganaderia’ -

, ,*”Desarrollo de’”
. productos para el

,, procesam:ento de

f’ahmentos -

desechos y
desarro!lo de -

: productos de valor'

Plants con
resistencia natural a
plagas.

Produccion de
hormonas de
crecimiento mas
eficientes.

V Mutacién y

transformacion de
microorganismos de
interés comercial
(levaduras, bacterias
y mohos).

- ‘agregado

Tratamiento de aguas
residuales.

Variedades Desarrollo de nuevos | Ingenieria de Biorremedacién de
resistentes a antibidticos y mejores | proteinas suelos.
temperaturas vacunas.

elevadas, altas

concentraciones

salinas y sequias.

Plantas de Produccién de Producciéon de Conversién de
crecimiento anticuerpos acidulantes, desechos celulésicos
acelerado. monoclonales para | aminoacidos, agentes |y hemiceluldsicos a

diagnéstico en
ganaderia.

antimicrobianos
(nisina), sabores,
espesantes .
(dextranos, goma
xantana),.vitaminas,
edulcorantes
(aspartame) y
potenciadores de
sabor. i

azlcares
fermentables.

Desarrollo de
especies compatibles
con herbicidas
biodegradables que
no contaminan el
medio ambiente.

Generacién de
animales
transgénicos
productores de
substancias de
interés en medicina
(e]., hormonas de
crecimiento humano
en leche de cabra).

Desarrolio de
métodos de deteccion
rapida de
microorganismos
patégenos en los
alimentos.

Transformacion de
subproductos
agricolas sin procesar
a combustibles y
quimicos de interés
en el area de
alimentos.

Transferencia de los
genes bacterianos
que permiten la
fijacién de nitrégeno
atmosférico a plantas
no leguminosas.

Desarrolio de
biosensores para el
andlisis en linea de
los alimentos.

Fuente: Harlander, 1991




Actualmente, la tecnologia del ADN recombinante ha permitido el desarrolio de
microorganismos sobreproductores de enzimas; la ingenieria de proteinas ha hecho
posible el “disefio” de enzimas de alta especificidad, estabilidad mejorada y actividad
catalitica aumentada; y el mejoramiento y desarrollo de nuevas técnicas de
separacion eficientes y gentiles con el ambiente es otra area que abre nuevas
posibilidades (Singh y Singh, 1996).

2.1.2 Usos de las enzimas en la industria alimentaria

El mercado mundial para las enzimas se estimaba en $625 millones de dolares en
1991, siendo los Estados Unidos el principal productor (Anénimo, 1991). Del total de
enzimas producidas, alrededor del 62% se destinan a la industria alimentaria, el 33%
a la elaboracién de detergentes, y el 5% restante se utiliza en la industria textil
(Andénimo, 1991; Gross, 1991). Las enzimas se usan rutinariamente en la industria
alimentaria para la produccién de quesos, aderezos, jugos, aditivos, edulcorantes,
etc. Ademas, se utilizan como agentes-texturizantes y generadorés de aromas y
sabores deseables (Harlander, 1991). La tabla 2, muestra algunas de las enzimas

utilizadas erni la industria alimentaria y su aplicacic..

2.1.3 Ventajas y desventajas del uso de enzimas

Generalmente se piensa en las enzimas como aditivos caros y exéticos, cuando un
analisis costo-beneficio mostraria un balance a favor del productor (Anénimo, 1991,
Welser, 1991). La accién de algunas hidrolasas (celulasas, hemicelulasas, amilasas,
etc.), puede disminuir la viscosidad de alimentos fluidos o en solucién, lo que
disminuye costos de bombeo. Ademas, la mayoria de las enzimas trabajan mejor a
temperaturas moderadas (10-80 °C), y en valores de pH cercanos a la neutralidad
(entre 4 y 8). Esto no sélo contribuye a disminuir costos, sino que también disminuye
el tiempo de produccion y permite establecer un mejor control sobre el proceso
(Wiseman, 1996). Por otro lado, su uso no implica la adquis'icién de equipos
complicados y costosos, por el contrario, supone el uso del equipo ya establecido en

la linea de produccion.




Tabla 2.2. Usos de algunas enzimas en la industria alimentaria

 Ramo industrial “

- Enzima -

AphcaCIOn e o

Producciéon de azucar y

Amiloglucosidasa

Obtencon de glucosa a partzr de

hemicelulasas

jarabes almidén ‘
Produccion de azucar y|Glucosa  isomerasa|lsomerizacién de glucosa a

jarabes (inmovilizada) fructosa

Produccion de azucar y|Invertasa Conversion de sacarosa a glucosa

jarabes y fructosa

Elaboracion de quesos |Renina Desnaturalizacion de la caseina :
Elaboracion de jugos Pectinasas Clarificacion §
Elaboracién de jugos Celulasas y Ablandamiento de ia fruta 1

Reposteria y lacteos

B-Galactosidasa
(inmovilizada)

Degradacion de la lactosa

Reposteria

Lipasas

Produccion de acidos grasos

Producciéon de bebidas
alcohdlicas

a-Amilasa

Hidrdlisis parcial de almidon

Produccién de bebidas
alcohdlicas

Amilogiucosidasa

Conversion de. dextranos a glucosa

‘| Produccion de bebidas | Proteasas, Produccion de aminoacidos
alcohdlicas ’
Productos carnicos Papaina Ablandamiento de carnes
Panificacién Proteasas Disminucion  del  tiempo  de,
, mezclado i
Panificacion Peptidasas Mejoramiento de sabor §
Panificacion o-Amilasas Produccion de biéxido de carbono !
Panificacion Xilanasas Incremento en el volumen de la,

masa, mejoramiento de textura, '
mejoramiento de color, retraso de
la retrogradacion del almidén

Fuente: van Oort y col,,

1995; Wiseman, 1996.



Las enzimas mejoran la calidad de los alimentos y alargan la vida de anaquel. Son
biodegradables, generan pocos subproductos, y no contaminan el medio ambiente.
Adicionalmente, las enzimas son extractos naturales y cuando se obtienen de
fuentes inocuas reciben, a su vez, categoria de aditivos seguros (GRAS, siglas en

inglés de “Generally Recognized As Safe”, Wiseman, 1996).

La tecnologia de inmovilizacién de enzimas ha incrementado el valor funcional de
estos catalizadores. La concentraciéon de una gran cantidad de enzimas en un
soporte estable permite el procesamiento continuo de grandes cantidades de
alimentos liquidos (leche, jugos, bebidas alcohdlicas, jarabes de glucosa, etc.). Una
de las dificultades mas grandes en el uso de enzimas inmovilizadas es la poca
estabilidad de las proteinas en el soporte, sobre todo debido al incremento de
temperatura ocasionado por el paso del alimento. La ingenieria de proteinas,
mediante ingenieria genética, ha permitido superar este problema disefiando
enzimas mas estables al calor que las originales. Como en el caso de la glucosa
isomerasa, enzima utilizada en la conversién de glucosa a fructosa, en donde se

substituyé el residuo de lisina 253 por un residua de arginina (Wiseman, 1996).

Una traba seria al uso generalizado de enzimas en la industria alimentaria es la
oposicion de la genteAa consumir productos que involucren la palabra biotecnologia
~ (Busch, 1991; Nielsen, 1991; Anénimo, 1992; Graham, 1992; Hall, 1992: Miller, 1992:
Pariza, 1992; Stewart, 1992). Sin embargo, todos los trabajos mencicnados
coinciden en sefialar que no existen evidencias reportadas que asocien a estos
alimentos con un riesgo adicional para el consumidor. También se indica que la falta
de difusion del trabajo cientifico implicado es otro factor que retrasa la aceptacion de

estos productos.



2.2 El xilano, fuente renovable de energia

2.2.1 Distribucién y estructura quimica

El xilano es uno de los principales componentes de la pared celular de los vegetales
y la mas abundante de las hemicelulosas (Setlerfield y Bayley, 1961, Whistler y
Richards, 1970; Bonner y Galston, 1973; Weinstein y Albersheim, 1979; Joseleau y
col., 1992). Como hemicelulosas, se conoce a la fraccidn soluble en alcali que se
extrae del tejido vegetal previamente despectinado (Hall, 1983; Wilkie, 1983). Esta
fraccién estd constituida por un grupo complejo de polimeros que incluye a los
xilanos, mananos, glucomananos y galactoglucomananos (Northcote, 1972; Hess,
1975). Los tejidos lefiosos, la paja de los cereales, las hojas de las gramineas, las
hojas que cubren el maiz y la cascara de avena, son buenas fuentes de

hemicelulosas (Bonner y Galston, 1973; McCrae y col., 1994).

La mayoria de los xilanos son heteropolisa;:éridos“ramiﬁcadOs, cuyo esqueléto
carbonado esta compuesto de residuos de bD-(+)-xilosa unidos por enlaces $-1,4
(Montgomery y Smith, 1956; Biely, 1985; Puls y Poutanen, 1989; Uffen, 1997). Los
xilanos precipitan de soluciones acuosas con alcohol, son hidrolizados por acidos
fuertes (Wilkie, 1983), y pueden agruparse por su solubilidad en agua (Kulp, -1968).
Las fracciones insoiuble y soluble del xilano son estructuraimente similares, la
insolubilidad viene dada por diferencias en el arreglo de las moléculas, grado de
polimerizacion, y por interaccién o asociacion con otros polimeros de la pared celular
(Kulp, 1968).

Las unidades de p-xilosa del esqueleto carbonado presentan substituciones en las
posiciones C-2, C-3y C-5. El grado de substitucién depende del tipo de planta y del
desarrollo alcanzado al momento de la extraccién del xilano (Wong y col., 1988;
Joseleau y col., 1992). Los substituyentes mas comunes son residuos acetil,

~arabinosil y glucuronosil (Whistler y Richards, 1970).
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2.2.2 Xilano de angiospermas

El xilano de las angiospermas (plantas verdaderas con flores, como los nogales, el
maple y la cereza), es un O-acetil-4-O-metilglucuronoxilano (fig. 2.1.a). Estos
polisacaridos constan de al menos 70 residuos de p-xilosa con un grado medio de
polimerizacién entre 150 y 200 (Timell, 1964; Zinbo vy Timell, 1965).
Aproximadamente cada diez residuos de xilosa se presenta una substitucién, en C-2,
de &cido 4-O-metilglucurdnico unido por un enlace glucosidico a-1,2 ( Lindberg y col.,
1973; Woodward, 1984). Los residuos de p-xilosa de estos xilanos pueden estar
esterificados con residuos acetil en la posicion C-2 y/o en la posicion C-3 (Lindberg y
col., 1973; Uffen, 1997).

La relacion molar promedio entre xilosa : acido 4-O-metilglucurédnico : acido acético
en estos xilanos es de 10:1:7 (Bouveng, 1961). Whistler y Richards (1970), sefialan a
los grupos acetilo como responsables parciales de"Ia solubilidad del xilano en agua.
Estos grupos pueden removerse del esqueleto carbonado mediante una extraccion
con alcali (Dekker, 1989). '

2.2.3 Xilano de gimnospermas

En las gimnospermas (plantas verdaderas sin flores, como el pino, el cedro y el
abeto), se encuentran arabino-4-O-metilglucuronoxilanos (fig. 2.1.b). Estos xilanos
son mas pequefios y menos ramificados que los de las angiospermas: su grado
medio de polimerizacién se encuentra entre 70 y 130 (Zinbo y Timell, 1967). También
presentan un mayor contenido de acido 4-O-metilglucurénico (Sunna y Antranikian,
1997). Estos heteropolisacaridos no presentan acetilaciones en la posicién C-2. En
su lugar, se encuentran residuos de a-L-arabinofuranosa unidos por enlaces
glucosidicos «-1,3 a la posicion C-3 de las unidades de p-xilosa (Montgomery vy
Smith, 1956; Biely, 1985, Puls y Schuseil, 1993; Uffen, 1997).
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Figura 2.1. Estructura de los xilanos en: (a) angiospermas, y (b) gimnospermas. Los numeros
indican las posiciones donde se llevan a cabo las substituciones. Ac: Grupo acetil (modificada
de Sunnay Antranikian, 1897).
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La relacidn molar promedio entre xilosa : acido 4-O-metilglucuronico

arabinofuranosa en estos xilanos es de 8:1.6:1 (Zinbo and Timell, 1967). En estos
xilanos se pueden encontrar cantidades considerables de compuestos fendlicos,
tales como acido fertlico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico) y é&cido p-cumarico
(4cido 4-hidroxicinamico), esterificando los residuos de o-L-arabinofuranosa en la
posicion C-5 (Kato y Nevins, 1985; Hartley y Ford, 1989). Hartley y col. (1990),
encontraron que estos compuestos fendlicos pueden dimerizar para formar puentes

entre moléculas de xilano.

2.2.4 Funcién biolégica del xilano en las plantas

Los estudios sobre la funcion biolégica del xilano en las plantas no son muy
abundantes. El xilano es uno de los principales componentes de la pared celular, en
donde llega a constituir del 5 al 15% de la pared (porcentaje de peso fresco). Siendo
superado solo por la celulosa, que constituye del 10 al 15% de la pared celular
- (porcentaje de peso fresco; Setlerfield -y Béyley, 1961). En la péred celular, las
pectinas y el.xilano forma un gel amorfo due da soporte a las microfibrillas de
celulosa (Meyer y col., 1973; Hess, 1975). Denu.y de este gel amorfo, las moléculas
de xilano parecen estar orientadas paralelafnente a las microfibrillas de celulosa y en

contacto muy estrecho con las mismas (Northcote, 1972).

Algunos trabajos indican que los xilanos se encuentran formando una capa
intermédia entre las microfibrillas de celulosa y la capa exterior de pectinas y lignina.
Uniéndose covalentemente a las pectinas y no covalentemente a la celulosa, como
se indica en la figura 2.2 (Baver y col., 1973, Biely, 1985; Jeffries, 1990). Joseleau y
col. (1992), observaron que la unidon entre los xilanos y la celulosa se da
principalmente por puentes de hidrégeno. Mientras que Hartley y col. (1990),
sugieren que las residuos de los acidos, ferdlico y p-cumarico, pueden estar

involucrados en la unidn covalente de las moléculas de xilano a las pectinas.

Sin embargo, McCrae y col. (1994), observaron que el uso de una feruloil esterasa y

de una p-cumaril esterasa producidas por Aspergillus awamori no contribuyeron
13



Celulosa
Pectina Xilano

Figura 2.2. Esquema simplificado de la composicién quimica de la pared celular
primaria de los vegetales (modificada de Albersheim, 1976)
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significativamente a la hidrélisis de la pared celular vegetal cuando se utilizaba una
mezcla comercial de enzimas como agente degradante. Estos resultados sugieren
que los residuos de los acidos fer(lico y p-cumarico, no contribuyen de manera
significativa a la estabilidad de la pared celular. Pero como lo sefialan McCrae y col.
(1994), esta evidencia debe ser considerada con precaucién, debido a que no es
posible generalizar las observaciones obtenidas con dos esterasas de un solo
microorganismo que actlan sobre pared celular aislada de un limitado nudmero de
especies vegetales. ’

Por otra parte, Viikari y col. (1994), aportan evidencia de que los residuos acetil que
se encuentran esterificando al xilano tienen un papel importante en la unién del
xilano a la lignina. Esto es consistente con la naturaleza del xilano presente en las
angiospermas, que presenta substituciones en los carbonos C-2 y C-3 de la cadena

principal con residuos acetil.

Hall (1983), comenta que aunque el modelo estructural de Albersheim (1976, fig. 2.2)
no toma en cdent’a lgs proteinas presentes en la pared celular, y a pesar de que el
xilano no es el polisacarido predominante en la hemicelulosa de todas las plantas,
resulta ser una buena aproximacion de la arquitectura de la pared celulaf primaria de

los vegetales.

Perlin y Suzuki (1965), observaron la contaminacion de los pentosanos (xilanos) del
trigo con celulosa, y sefialaron a la asociacion intima que se da entre la hemicelulosa
y la celulosa como causa probable de esta contaminacion. Los resultados de Perlin y
Suzuki permitian suponer que, consecuentemente, las preparaciones de celulosa
estaban contaminadas con hemicelulosas. Esta suposicion ha sido confirmada en
investigaciones posteriores (Hrmova y col., 1989; Senior y col., 1989; Royer y col.,
1992), dando soporte al modelo estructural para pared celular vegetal desarrollado
por Albersheim (1976).
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La interaccion del xilano con la celulosa y las capas subsecuentes de lignina en la
pared celular primaria proporciona estabilidad mecanica a las células y por tanto, a la
planta (Hartley y Ford, 1989, Uffen, 1997). Esta misma interaccion, hace que las
fibrillas de celulosa y las moléculas de xilano sean practicamente inaccesibles a
enzimas de origen microbiano en el tejido intacto (Stone y col., 1969; Grethlein, 1985;
Hartley y Ford, 1989; Viikari y col., 1994; Uffen, 1997). La limitada area especifica
(Stone y col., 1969), la pobre porosidad de la madera (Wong y col., 1988), vy el
tamafio promedio de los poros en las fibras (Grethlein, 1985), resuitado del arreglo
molecular de la pared celular, se sefialan como factores responsables de la limitada

accesibilidad enzimatica de la celulosa y del xilano in situ.

2.2.5 El xilano, fuente renovable de materias primas

Después de la celulosa, el xilano es el polimero mas abundante sobre |la Tierra y una
de las principales reservas de carbono reducido (Uffen, 1997). El xilano y la celulosa
conforman mas del 50% de la biomasa vegetal. Juriftos, estos polimeros constituyen
la fuente.mas abundante de carbono organico. Y al ser fotosintetizados por las
plantas, se convierten en la fuente de energié renovable mas abundante (Wilkie,
1983; Coughlan, 19885; Jeffries, 1990; Gilbert y Hazlewood, 1993; Kuhad, 1993).

La abundancia del.xilano, lo hace un substrato atractivo para la implementacion de
procesos en donde, una vez degradado a xilosa, se obtengan materias primas para
la industria quimica y farmacéutica, tales como: acetato, propionato, y succinato
(Dahlberg y col., 1993; Nielsen y col.,, 1993; Marounek y Kopeny, 1994). Otros
productos derivados de la degradacion del xilano son los xilooligosacaridos. Se ha
observado que las bacterias del género Bifidobacteria, utilizan selectivamente
xilobiosa, xilotriosa y xilotetraosa; por lo que, los xilooligosacaridos pueden utilizarse
como aditivos alimenticios (Okasaki y col., 1990). La degradacién enzimatica de
desechos agricolas e industriales ricos en xilano, puede aprovecharse para ia
obtencion de edulcorantes para consumo animal, o para produccion de edulcorantes
artificiales (Gilbert y Hazlewood, 1993).
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Sin embargo, todos los procesos antes mencionados requieren de organismos, o de
Sus enzimas, capaces de degradar xilano efectivamente. Es por esto, que en los
ultimos 15 afios se han multiplicado las investigaciones para encontrar
microorganismos capaces de degradar xilano y para purificar sus enzimas. En donde
la busqueda y purificacion de xilanasas libres de actividad celulolitica son de las

lineas de investigacién mas activas, debido a sus aplicaciones potenciales (Biely,
1991).
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2.3 Xilanasas

Debido a la naturaleza quimica del xilano se requieren de varias enzimas,
denominadas genéricamente xilanasas, para degradarlo hasta xilosa (Biely, 1985;
Wong y col., 1988; Thomson, 1993). Hasta la fecha se han identificado las siguientes
xilanasas:  f-1,4-endoxilanasas, p-xilosidasas, a-L-arabinofuranosidasas, «-
glucuronidasas y esterasas que atacan a los grupos acetil, cumaril y feruloil (fig. 2.3).
Las xilanasas se encuentran presentes en una gran variedad de organismos:
bacterias terrestres y marinas, hongos, algas marinas, protozoarios, crustaceos,

insectos y en algunas semillas de plantas terrestres (Sunna y Antranikian, 1997).

2.3.1 Endoxilanasas

Las #-1,4-endoxilanasas (EC 3.2.1.8), cominmente llamadas xilanasas, atacan los
_.enlaces gluoosidiqos internos de la cadena principal de xilosa. El ataque al substrato
no es aleatorio, sino que depende del grado de ramificacion, de la longitud de las
ramificaciones y de la naturaleza quimica d- .0s substituyentes (Reilly, 1981).
Durante la hidrélisis primaria del xilano por estas enzimas se ‘producen
principalmente xilooligosacaridos de cadena corta: xilobidsa, xilotriosa, xilotetraosa y

xilopentanosa (Royer y Nakas, 1991; Chen y col., 1997).

Aparentemente, hay una relacién muy estrecha entre el peso molecular (PM) y el
punto isoeléctrico (Pl) de las endoxilanasas. Por lo tanto, Wong y col. (1988)
proponen agrupar a estas enzimas en: xilanasas con alto Pl y bajo PM (Pl entre 8.5
y 10.0; PM < 30 kDa), y xilanasas con bajo Pl y alto PM (Pl entre 4.5y 7.0; PM > 30
kDa). Sin embargo, hay muchas endoxilanasas que tienen un bajo PI y un bajo PM y
viceversa (Sunna y Antranikian, 1997). Por ejemplo, una endoxilanasa de
Myrothecium verrucaria tiene un Pl de 4.3 y un PM de 15.9 kDa (Fil_ho y col.,, 1993), y
la endoxilanasa 2 de Fibrobacter succinogenes tiene un Pl de 8.0 y un PM de 66 kDa
(Matte y Forsberg, 199."), o las xilanasas de T. reeseiconun PMde 19 y 21kDa y
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Acido a—4-O-metiIglucurénico

A By Esterasas
Endoxnanasas
<:‘ a-glucuronidasa
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HOILC H HOH,C .
P OH a-arabinofuranosidasa

a-Araf a-Araf

Pxilosidasa

Figura 2.3. (A) Enzimas involucradas en la degradaciéon del xilano. Ac: grupos acetil; a-Araf:

a-arabinofuranosa. (B) Ataque de la pS-xilosidasa a los xilooligosacaridos liberados por las
endoxilanasas (modificada de Sunna y Antranikian, 1997)
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con Plde 5.2y 9.0, respectivamente (Torréen y col., 1992).

La mayoria de las endoxilanasas caracterizadas tienen un rango de temperatura de
actividad optima entre los 45 y los 75 °C, y solamente una pequefia fraccién de estas
endoxilanasas tienen temperaturas de actividad éptimas arriba de los 80 °C (Sunna y
Antranikian, 1997; Uffen, 1997). Destacan por su resistencia a la temperatura las
xilanasas producidas por bacterias del género Thermotoga, que poseen
temperaturas de actividad optima entre los 80 y los 105 °C (Simpson y col., 1991:
Winterhalter y Liebl, 1995; Sunna y col., 1996).

2.3.2 p-xilosidasas

Las po-xilosidasas (EC 3.2.1.37), son exoglicosidasas que hidrolizan
xilooligosacaridos de cadena corta y xilobiosa formados por la accion 'de las
endoxilanasas. Estas enzimas atacan el extremo no reductor de los
xilooligosacaridos,” liberando xilosa (Wong y col.,, 1988). Las S-xilosidasas son
enzimas con PM entre 60 y 360 kDa, y pueden encontrarse como mondmeros o
. dimeros (Sunna y Antranikian, 1997). En su mayoria, estas enzimas no atacan al
xilano. Aunque Dekker y Richards (1976), mencionan que existen reportes de

Sxilosidasas que son capaces de atacar lentamente al xilano liberando xilosa.

Se ha observado que la xilobiosa es el substrato que atacan mas rapidamenie las
xilosidasas, disminuyendo la afinidad por los oligosacaridos conforme se incrementa
la longitud de la cadena (Van Doorslaer y col., 1985). Algunas xilosidasas, como las
producidas por A. niger (Radionova y col., 1983), T. reesei (Poutanen y Puls, 1988),
T. ethanolicus (Shao y Wiegel, 1992) y Penicillium wortmanni (Deleyn y col., 1978),
también tienen actividad de a-arabinofuranosidasas. Muchas S-xilosidasas presentan
actividad de transferasas, especialmente en concentraciones aitas de substrato.
Como resultado de esta actividad de transferasas, se forman productos con peso

molecular mayor al del substrato (Conrad y Noethen, 1984).
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2.3.3 a-L-arabinofuranosidasas

Hay dos tipos de arabinasas, las exoarabinasas (EC 3.2.1.55) y las endoarabinosas
(EC 3.2.1.99). La mayoria de las arabinasas estudiadas hasta ahora son del tipo exo-
(Dekker y Richards, 1976). Las arabinasas en estado nativo alcanzan PM de hasta
495 kDa y se encuentran como mondémeros, dimeros, tetrameros, hexameros y
octameros (Sunna y Antranikian, 1997). La produccién de arabinasas puede
inducirse por polimeros de arabinosa y por polisacaridos que contengan residuos de

la misma (Mackenzie y col., 1987; Zimmermann y col., 1988).

Poutanen (1988), observé un incremento en la produccidon de xilosa, xilobiosa y
arabinosa cuando utiliz6 una arabinasa y una endoxilanasa de T. reesei para
degradar xilano. Estos resultados sugieren que existe sinergismo entre las dos
enzimas utilizadas. Sin embargo, Maat y col (1992), no obtuvieron diferencias
significativas en la calidad del pan elaborado con harina de trigo cuando utilizaron
una endoxilanasa y una arabinasa de A. niger vaf awamori. Observando, que se
tenian incluso mejores resultados utilizando solamente la fraccién con actividad de

endoxilanasa.

2.3.4 Glucuronidasas y esterasas

Las glucuronidasas y las esterasas que degradan el xilano se descubrieron
recientemente: la primera glucuronidasa se describié en 1986 (Puls y col., 1986), la
primera esterasa que ataca grupos acetil en 1985 (Biely y col., 1985), y las primeras
esterasas que atacan a grupos cumaril y feruloil en 1987 (Mackenzie y col., 1987). La
principal razon para la deteccion tardia de estas enzimas fue la falta de substratos
apropiados, encontrandose muy pocos reportes de estas enzimas hasta la fecha
(Sunna y Antranikian, 1997).

Debido a la estrecha relacion que existe entre la celulosa y la hemicelulosa en la
pared celular de las plantas, no es sorprendente que los organismos que producen

xilanasas produzcan también celulasas. Ambos grupos de enzimas se excretan
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frecuentemente como complejos, actuando sobre enlaces glucosidicos pB-1,4

utilizando mecanismo de accién similares (Coughlan y Hazlewood, 1993).

La manera en la que se induce la produccion de xilanasas ain no se comprende del
todo. Debido a que el xilano es demasiado grande para pasar a través de la
membrana celular y activar la sintesis de xilanasas, se cree los oligosacaridos
producidos por accidon de una pequefia cantidad de xilanasas constitutivas inducen la
sintesis acelerada de estas enzimas (Biely, 1993; Coughlan y Hazlewood, 1993). Se
ha observado que la sintesis de endoglucanasas, como las xilanasas y las celulasas,
es reprimida por la aparicién de azucares libres en el medio (Coughlan y Hazlewood,
1993).

2.3.5 Aplicaciones biotecnoldgicas

Las xilanasas se utilizan en procesos muy diversos. En algunos de estos procesos se
-requiere el uso de xilanasas purificadas, mientras que en otros se obtienen mejores
resultados utilizando extractos crudos. Las aplicaciones comerciales de las xilanasas
incluyen la conversion de desechos agroindu:iriales a xilosa (Biely, 1985), la
clarificacion de jugos, la extraccion de cafe, aceite vegetal y almidén (Sunna vy
Antranikian, 1997), y la produccion de combustibles y materias primas para la
industria quimica y farmacéutica (Dahlberg vy col.,‘1993; Nielsen y col.,, 1993;
Marounek y Kopeny, 1994).

Las xilanasas se han utilizado experimentalmente para mejorar la digestibilidad de
forrajes (Khasin y col., 1992), y alimento para aves de engorda (Sunna y Antranikian,
1997). Recientemente, también se han utilizado xilanasas para blanquear la pulpa de
papel. A escala experimental se han utilizado combinaciones de diferentes xilanasas;
sin embargo, en procesos comerciales se utilizan sélo endoxilanasas. La mayoria de
las investigaciones sobre blanqueado enzimatico de pulpa de papel se han realizado
con preparaciones enzimaticas obtenidas de hongos del género Trichcderma. El uso
de enzimas ayuda a disminuir el cloro que se utiliza durante el proceso de
blanqueado en un 20 al 30% (Sunna y Antranikian, 1997).
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Las xilanasas también se utilizan en Ig elaboraciéon del pan, observandose que su
uso mejora la calidad del producto y alarga la vida de anaquel. Los xilooligosacaridos
liberados por accién de las Xilanasas, interaccionan con el gluten, provocando por un
lado una competencia con las moléculas de almidén por el agua, y por otro, que una

mayor cantidad de agua quede atrapada en la masa (van QOort y col., 1995).

Considerando las aplicaciones que se les puede dar a las xilanasas, y sus
potenciales aplicaciones, resulta importante estudiar la produccion de estas enzimas
por microorganismos que las produzcan en grandes cantidades, que se encuentren
ampliamente distribuidos, que se propaguen con facilidad, que sean genéticamente

estables y cuyas xilanasas sean facilmente recuperables del medio de cultivo.
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2.4 Trichoderma, un género de hongos filamentosos con
potenciales aplicaciones biotecnoloégicas.

2.4.1 Taxonomia

El género Trichoderma, agrupa a 76 especies de hongos filamentosos saprofiticos
que pertenecen a la clase de los hipomicetos, subdivision Deuteromicotina. Las
especies que comprende el género se recuperan del suelo y se encuentran
ampliamente distribuidas (Bissett, 1984; Samuels, 1996). Especies como T. viride y
T. harzianum, son parasitos de otros hongos y pueden utilizarse como agentes de

biocontrol (Samuels, 1996).

El género Trichoderma se identifica por su crecimiento rapido, hifas blancas o
translicidas y esporas abundantes de color verde (Rifai, 1969; Bissett, 1984, 1991
a-c, 1992; Samuels, 1996). La‘identificacién y aislamiento de los miembros del
género es dificil ‘'ya que muchas espeéiés comparten c'aractéristicas morfoldgicas
comunes (Bis'sett,. 1984; Samuels, 1996). F .3 (1969), agrupé a los hongos
pertenecientes al geénero Trichoderma en nueve agregados, sefialando que esta
divisién era temporal. Investigaciones posteriores permitieron la promocién de los
agregados a secciones, cada una de ellas con especies bien caracterizadas. Como
por ejemplo, la seccidn Longibrachiatum, que incluye a: T. citrinoviride, T.
parceramosum, T. pseudokoningii, el anamorfo de Hypocrea schweinitzii, T. reesei y
T. longibrachiatum (Bissett, 1984, 1991¢; Samuels, 1996).

Cuando crecen sobre placas de agar, estos hongos no presentan micelio aéreo y
segregan pigmentos de tonos amarillos. La pigmentacion amarilla en especial, es
caracteristica de algunas especies de la seccién Longibrachiatum (Samuels, 1996).
La presencia de conidias es otra caracteristica que identifica al genero Trichoderma.
Las conidias pueden ser globulares, elipsoidales u oblongas; de color verde, verde

amarillo o incoloras. La forma de las conidias ayuda a diferenciar las especies de los
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distintos grupos que conforman el género, pero no permite distinguir entre especies

del mismo grupo (Samuels, 1996).

2.4.2 Factores que afectan el crecimiento de Trichoderma sp.

2.4.2.1 Factores nutricionales

Los hongos del género Trichoderma pueden utilizar una gran variedad de fuentes de
carbono y nitrégeno. Se ha observado que Trichoderma sp. tiene la capacidad de
crecer con mono-, di-, y polisacaridos, alcoholes, aldehidos y acidos organicos como
fuente de carbono (Danielson y Davey, 1973b; Papavizas, 1985). Las sales de
amonio, la urea, nitratos y aminoacidos tales como: alanina, acido aspartico y acido
glutamico, tienen efectos significativos sobre el crecimiento de Trichoderma sp.
(Danielson y Davey, 1973b).

2.4.2.2 Factores ambientales

Se ha observado que Trichoderma sp. crece mejor é temperathras que varian desde
los 22 hasta los 42 °C. Aunque T. polysporum, T. viride y T. harzianum logran
desarrollarse a 7 °C (Danielson y Davey, 197’3a). Los hongos de esie género se
desarrollan mejor a valores de pH entre 3.7 y 4.7, restringiéndose su crecimiento a
valores extremos de pH. Aunque T. longibrachiatum tiene la capacidad de
desarrollarse aceptablemente a valores de pH de 7.0 y.superiores (Royer y Nakas,
1989).

La luz tiene un efecto positivo sobre el desarrollo y esporulacién de algunas especies
como por ejemplo, T. viride (Schrufer y Lysek, 1990). La humedad y la concentracion
de sales también afectan el desarrollo de Trichoderma sp., observandose que se
presenta un mejor desarrollo a valores de humedad altos y concentraciones salinas
por debajo del 5% de NaCl (Danielson y Davey, 1973a). El magnesio también tiene
efectos positivos sobre el desarrollo de Trichoderma sp. (Papavizas, 1985).
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2.4.3 Produccion de enzimas

Como muchos otros organismos saprdfitos, Trichoderma sp. tiene la capacidad de
excretar enzimas que actuan sobre substratos complejos para transformarlos en
moléculas simples que utiliza para sobrevivir y desarrollarse. Debido probablemente
a su naturaleza saprofita, los hongos del género Trichoderma se caracterizan porque
producen principalmente celulasas y hemicelulasas. Una caracteristica adicional que
ha promovido su estudio, es que los hongos del género Trichoderma se consideran
microorganismos inocuos. Aunque existe evidencia de que especies como T. viride,
T. pseudokoningii y T. longibrachiatum pueden resultar perjudiciales para personas
inmunocomprometidas. E incluso, T. longibrachiatum y T. pseudokoningii Rifai se

asociaron a la muerte de personas con S.I.D.A. (Samuels, 1996).

La capacidad de algunas especies del género Trichoderma para producir celulasas
se ha explotado comercialmente en areas tan diversas como produccion de
detergentes, combustibles, forrajes y en el blanquéo de pulpa de papel (Samuels,
1996). A. la par de la produccién de celulasas, algunos hongos del género
Trichoderma producen también xilanasas. Destacandose tanto por el rendimiento
como por el perfil de xilanasas producidas T. longibrachiatum (Royer y Nakas, 1989).
Coughlan y Hazlewood (1993), sefialan que la producciéon simultdnea de estas
enzimas puede deberse a la asociacion tan estrecha qde existe entre la celulosa y

las hemicelulosas, de las cuales el xilano es la mas abundante.

Las xilanasas producidas por Trichoderma sp. se consideran superiores a muchas
otras xilanasas, tanto en términos de calidad como en términos de rendimiento. La
principal desventaja de Trichoderma sp. es la produccién simultanea de celulasas, ya
que muchas aplicaciones comerciales requieren de xilanasas libres de actividad
celulolitica (Biely, 1991). Sin embargo, esta desventaja puede superarse al manipular
fuentes de carbono y condiciones ambientales (Royer y Nakas, 1989) o mediante

manipulacién genética (Biely, 1991).
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Dentro de las enzimas producidas por Trichoderma sp. también se pueden
mencionar las pectinasas (Sandhu y Kalra, 1982), proteasas y quitinasas (Samuels,
1996). Como puede observarse, el género Trichoderma produce una gran variedad
de enzimas extracelulares, y la busqueda de especies sobreproductoras o con
perfiles enzimaticos especificos (como por ejemplo, xilanasas- libres de actividad
celulolitica) con potenciales aplicaciones comerciales es muy intensa (Samuels,
1996).

2.4.3.1. Enzimas producidas por Trichoderma longibrachiatum

A pesar de que los trabajos sobre produccién de hemicelulasas y celulasas por
Trichoderma sp. son abundantes, existen muy pocos trabajos que reporten la
produccién de xilanasas por T. longibrachiatum. Sandhu y Kalra (1982), estudiaron la
producciéon de celulasas, pectinasas y xilanasas por T. longibrachiatum Rifai (ATCC
44788) creciendo en diferentes substratos. Thaker y col. (1986), y Royer y Nakas
(1989), se enfocaron a optimizar condiciones para la obtencién de un maximo de
actividad en experimentos a escala laboratorio. Royer y Nakas (1991), reportan Ia
purificacién y ‘caracterizacion de las xilanasa- producidas por la cepa de T.
Iongibrachiaz;um Riféi estudiada en 1989. Por uitimo, Chen y col. (1997), reportan la
produccion, purificacién y caracterizacion de una xilanasa producida por T.
longibrachiatum CS-185.

T. longibrachiatum tiene la capacidad de producir celulasas, xilanasas y pectinasas
cuando crece en: celulosa, xilano, carboximetilcelulosa, pectina, lactosa y glucosa
(Sandhu y Kalra, 1982, 1985; Royer y Nakas, 1989; Chen y col., 1997). Se ha
observado, que la produccién de estas enzimas se puede inducir mediante substrato.
Sin embargo, existe evidencia de que el hongo produce pequefias cantidades de
celulasas y xilanasas de forma constitutiva (Sandhu y Kalra, 1982; Royer y Nakas,
1990).

Existe poca informacion sobre los factores que contribuyen al crecimiento de T.

longibrachiatum. Este hongo tiene la capacidad de metabolizar celulosa, xilano,
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sacarosa, pectina, carboximetilcelulosa, celobiosa, lactosa y glucosa como fuentes
de carbono (Danielson y Davey, 1973b; Sandhu y Kalra, 1982; Royer y Nakas, 1989).
Sandhu y Kalra (1982), observaron que la cepa de T. longibrachiatum Rifai, (ATCC
44788), crecié mejor a 32 °C y valores de pH entre 4.0 y 6.0. Mientras que Royer vy
Nakas (1989), observaron que con una cepa diferente de T. longibrachiatum Rifai la

maxima produccidn de xilanasas y celulasas se present6 a 30 °C y pH de 7.0.
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2.5 Reologia de fluidos de comportamiento complejo y
suspensiones

La produccion de enzimas de hongos filamentosos a gran escala plantea problemas
técnicos serios. Por un lado, es muy importante conocer en detalle el metabolismo
del organismo productor: cuales son sus requerimientos nutricionales, cuando
produce el metabolito de interés, y como puede incrementarse esta produccion. Por
otro lado, los hongos filamentosos son organismos que esporulan, con la
consecuente pérdida de productividad, si se ven sometidos a estrés mecanico. Por
tanto, hay que seleccionar cuidadosamente un sistema que permita mantener el

medio homogeneizado con un minimo de estrés para el hongo.

La determinacion de las propiedades reolégicas de los caldos de fermentacion ayuda
en la seleccién objetiva del impulsor que proporcionara la mejor distribuciéon de los
nutrimentos del .medio y- por tanto, una mayor produccion. Sin embargo, las
ecuaciones de transferencia de momento, en las cuales estan fundamentados los
redmetros convencionales, parten de la suposicién de que el.medio anzlizado es
isotrépico. Es decir, que tiene la misma composicién en todos y cada uno de sus
puntos. Por lo que dada la naturaleza heterogénea de los caldos de fermentacion, no
es posible el uso de redmetros convencionales en la determinacién de las
propiedades reoldgicas de los caldos. Ademas, se ha observado que el estudio de
suspensiones sedimentables con reémetros convencionales produce una sefial

inestable que no puede interpretarse (Brito y col., 1998).

Una alternativa al uso de redémetros convencionales, es el uso de sistemas de
mezclado acoplados a torquimetros de precision para determinar propiedades
reolégicas de proceso. Esta reologia de proceso soélo sera valida para un impuisor y
un contenedor dados, ya que la viscosidad esta en funcién de la velocidad de
deformacion, y la velocidad de deformacion es funcién del patrén de flujo (axial o

radial) impuesto por el impulsor (Metzner y Otto, 1957).
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La estimacion de la viscosidad utilizando sistemas de mezclado, se basa en el hecho
de que en régimen de flujo laminar (generalmente R, < 10, en tanques agitados), el
consumo de potencia es directamente proporcional a la viscosidad del fluido en
agitacién. Fuera de la laminaridad, el consumo de potencia es independiente de la
viscosidad del fluido (fig. 2.4). Una observacién importante es que, en régimen de
flujo laminar, la pendiente de la recta que se forma al graficar en escala logaritmica

los nimeros adimensionales de potencia (Np) y el Reynolds (R,) es igual a —1.

En base a las observaciones anteriores, Metzner y Otto (1957), desarrollaron un
método para medir la viscosidad de fluidos no newtonianos pseudoplasticos
inelasticos. La suposicion basica de estos investigadores, es que el movimiento de
un fluido en la proximidad del impulsor puede caracterizarse por una velocidad de
deformacion promedio (ys, en s'1), que es directamente proporcional a la velocidad

rotacional del impulsor:

7. =ksN ' (2.1)

Donde ks es una constante que depende sole - 2nte de la geometria del impulsor

utilizado.

A partir de los datos brutos, torque (T) y velocidad rotacional del impulsor (N),
Metzner y Otto (1957) calcularon el Np y el R, para un fluido newtoniano utilizando:

N, Z%ﬂiv‘aT_ (2.2)
d’N°p
2
R, =4 Np (2.3)
U

Donde: d, es el diametro del impulsor; p, es la densidad del fluido; y 4, es la

viscosidad del fluido newtoniano.
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Figura 2.4. NUmero de potencia contra nimero de Reynolds para fluidos newtonianos
(Modificada de Rushton y col., 1950).
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Calcularon después el Np de fluidos pseudoplasticos (indice de flujo entre 0.2 y 0.4)
utilizando laec. (2.2), y a partir de la curva de potencia del fluido newtonlano
calcularon el R, correspondiente, valiéndose del hecho de que en flujo laminar el Np

y el Re estan relacionados por:

N, =k,R] (2.4)

e

Donde kp es una constante, llamada constante de potencia newtoniana.

Una vez obtenido el R,, se calculd la viscosidad efectiva (7,) de los fluidos no

newtonianos analizados utilizando:

d*Np
R

e

(2.5)

n.=

Con estos datos, se procedié a calcular la 7% correspondlente a esta 7, a partir de Ia
curva de potencia (Np contra R,) de.los fluidos no newtonlanos Para finaimente
calcular ks utilizando la ec. (2.1). B

Una observacic’)n importante es que, Metzner y Otto (1957) realizaron su analisis
suponiendo que el comportamiento reologico de los fluidos estudiados se pod|a

describir con el modelo Oswald de Waele o modelo de laley de la potencna

T=my" (2.6)

Donde, 7, es el esfuerzo cortante; m, es el indice de consistencia; y, es la velocidad

de deformacion; y n, es el indice de flujo.

El concepto de viscosidad efectiva desarrollado por Metzner y Otto (1957), a

permitido la caracterizacion reologica de sistemas que no pueden analizarse

utilizando técnicas convencionales: como por ejemplo, suspensiones sedimentables.

El método de Metzner y Otto (1957), se ha utilizado para determinar la reologia de

caldos de fermentacion (Kemblowski y Kristiansen, 1986), alimentos (Mackey vy col.,
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1987), y jarabes (Kemblowski y col., 1989). Doraiswamy y col. (1994), mencionan
que el método de Metzner y Otto es el mas utilizado para estudiar la reologia de
fluidos semisdlidos y suspensiones, y que se recomienda como el procedimiento

estandar en varias referencias sobre mezclado.

Varios investigadores que utilizaron el método de Metzner y Otto observaron que el
indice de flujo (n), de los fluidos analizados afecta significativamente el valor de la
constante, ks (Calderbank y Moo-Young, 1961; Beckner y Smith, 1966; Schilo, 1969;
Nagata y col., 1970; Rieger y Novak, 1973; Yap y col., 1979; Nienow y Elson, 1988;
Castell-Pérez y Steffe, 1990; Brito y col., 1992). Observandose que el efecto de n
sobre ks es mas marcado con fluidos altamente pseudoplasticos (Brito y col., 1997),

y con fluidos dilatantes (Nienow y Elson, 1988).

Con base en estas observaciones y en un trabajo reportado anteriormente (Brito y
col., 1992), Brito y col. (1998), proponen el uso de un impulsor helicoidal acoplado a
un redmetro para determinar la viscosidad de'proceso de fluidos no newtonianos y
suspensiones. Después del analisis de los datos obtenidos de cuatro fluidos
newtonianos y de nueve fluidos pseudoplasticos ineléstiqos’, Brito y col. (1998),
proponen el uso de la funcién:
i
kp (n)]'*’ 2.7)

kg(n)= [T

donde:
n-1
ko (n)=k,b"c " (28)
donde: kp, es la constante de potencia que se obtiene al calibrar el sensor con los
fluidos newtonianos; y b y ¢, son constantes que se obtienen al analizar el consumo
de potencia de los fluidos no newtonianos pseudoplasticos. Esta funcion permite

calcular la % en la proximidad del impulsor.
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Con esta % y un R, generalizado (Hagerdon y Salamone, 1967), que considera Ia
velocidad rotacional del impulsor como velocidad caracteristica, se procede a

calcular la viscosidad de proceso utilizando:

_mk,(n)N"™"

(2.9)
e kP

De esta manera, se obtuvo una coincidencia exacta de los valores de 7, con los
valores de viscosidad obtenidos con la geometria convencional de cono y plato (Brito
y col., 1998). Este método tiene las ventajas de que toma en cuenta el efecto deny
de que utiliza los datos brutos, T contra N, para calcular y, y por lo tanto no se

requiere calcular la constante de Metzner-Otto, ks.
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3. Objetivos
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3.1 Objetivo general

Caracterizar la produccion de xilanasas de Trichoderma longibrachiatum IMI 061758
en cultivo agitado a escala laboratorio, y estudiar la reologia de los caldos de

fermentacion

3.2 Objetivos especificos

— Caracterizar la rroduccién de xilanasas en dos medlos deflnldos sales Volgel y

medio minimo, en cultivo agitado a escala laboratorio
— Disefiar un nuevo medio para la produccién de xilanasas de Trichoderma
longibrachiatum IM| 061758 y comparar resultados con los obtenidos en sales

Volgel y medio minimo

—~ Determinar la reologia de los caldos de fermentacion, y su comportamiento con

respecto al tiempo

36




4. Materiiales y Métodos
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4.1 Material biolégico.

Cepa de coleccién de Trichoderma longibrachiatum del International Mycological

Institute (IMI), Inglaterra. Numero de cepa: 061758

4.2 Reactivos

Salvo donde se indique lo contrario, todos los reactivos utilizados se adquirieron de

Sigma.

4.3 Confirmacion de identidad de la cepa mediante la técnica de microcultivo

La identidad de la cepa se confirmd mediante observacién microscépica directa,
utilizando la técnica de microcultivo (Samson y Pitt, 1990). Se colocé un bloque de
agar papa-dextrosa de 1x1x0.3 cm (largo, ancho y espesor, respectivamente), sobre
un portaobjetos en el interior de una caja Petri. Enseguida, se inocul6 la cepa de T.
longibrachiatum IMI 061758 por picadura en las cuatro caras del bloque de agar y se
" cubrié éste con un cubreobjetos. Finalmente, se adicionaron 10 ml 'de una solucion
acuosa estéril-de glicerol al 10% (v/v) y se incub+ =l sistema a 3042 °C en una estufa
Shel Lab 1370 GX.

Cada 24 h se retir6 un microcultivo para estudiar la morfologia colonial y la
morfologia de las esporas. Para proceder a la observacién, se retiré el bloque de
agar, teniendo cuidado de no dafar las estructuras. Las muestras se fijaron con calor
himedo al frotis y se tifieron con azul de metilo para observaciébn microscépica
directa. Para las observaciones, se utilizdé un microscopio éptico marca Olympus, con

filtro de luz azul, acoplado a un sistema de fotografia directa.

4.4 Medios utilizados

4.4.1 Sales Volgel (Davis y Serres, 1970)

Compuesto Concentracion (g/L)
Citrato trisédico-2H20 0.625
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Fosfato de potasio dibasico-3H,0 0.819

Nitrato de Amonio 0.500
Sulfato de magnesio-7H,0 0.050
Cloruro de calcio-2H,0 0.025
Biotina 510
Inositol 2:10"
Pantetonato de calcio 2:107
Tiamina 2-107
Sulfato ferroso-7H,0 0.100
Sulfato de manganeso-H,0 0.028
Cloruro de zinc 0.034
Cloruro de cobalto-6H,0 0.073

4.4.2 Medio minimo (Owens y Keddie, 1969; Owens, 1985)

Compuesto Concentracién (g/L)
Nitrato de sodio . 16.998
Cloruro de amonio 10.698
Fosfato de potasio monobasico (Baker) 2.722
Sulfato de magnesio-7H,0 0.493
Cloruro de calcio-2H,0 . 0.029
Fosfato de sodio dibasico-7H,0 (Baker) 134.040
Fosfato de sodio monobasico-H,0 (Baker) . 138.000
Mezcla de metale= traza . : 6.000 mi
Mezcla de metales traza: .

Sal disédica de EDTA-2H,0 (Baker) . 6.350
Sulfato de zinc-7H,0 2.200
Sulfato de manganeso-H,0 0.432 .
Sulfato ferroso-7H,0 0.500
Cloruro de cobalto-6H,0O 0.161
Sulfato cuproso-5H,0 0.157
Molibdato de sodio-2H,0 (Baker) 0.151
Acido bérico (Baker) 0.229
4.4.3 EL-1 (este trabajo)

Compuesto Concentracién (g/L)
Citrato trisédico-2H,0 0.625
Fosfato de potasio dibasico-3H,0 0.819
Nitrato de amonio 0.500
Sulfato de magnesio-7H,0 0.050
Cloruro de calcio-2H,0 0.025
Extracto de levadura (Bioxon) 0.6% (p/v)
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4.5 Produccién de xilanasas en cultivo agitado

Todas las fermentaciones se llevaron a cabo en un agitador rotatorio, en matraces
ErlenMeyer de 250 ml que contenian 50 ml de medio con glucosa o xilano como
fuente de carbono. Las condiciones de incubacion fueron: pH inicial, 7.0; inoculo,
1+0.2-10° esporas/ml; a 302 °C y 150+10 rpm. El micelio se removio del extracto
crudo centrifugando los cultivos a 12,200 g, por 30 min a 4+1 °C. Los parametros
evaluados fueron: crecimiento del hongo, pH de los caldos, actividad de xilanasas,
actividad de proteasas, proteina extracelular total y reologia de los caldos.

4.6 Deteccién de biomasa

La aparicién se biomasa se determind utilizando dos métodos: densidad 6ptica y una
modificacién del método de peso seco (Ison y Matthew, 1997). Para determinar el
crecimiento del hongo por peso seco, se filtraron los caldos de fermentacién a través
de papel Wathman nimero 50, previamente secado y pesado. Despues de filtrar los
" caldos, los papeles filtro. se llevaron de nuevo a peso constante poniéndolos en una
estufa a 37+1 °C por 48 h. Después de secadc 'os filtros se pesaron nuevamente
en balanza énaiitica. El crecimiento del hongo se definié como la diferencia entre el
peso del papel antes y después de filtrar los caldos. El crecimiento se exprésc‘) como

g de micelio/L de medio (g/L).

Para determinar el crecimiento del hongo por densidad Optica, primero se hizo un
barrido de los medios, con y sin crecimiento, entre los 400 y los 700 nm para
determinar la longitud de onda donde se tenia la menor interferencia. l.a longitud de
onda donde se presentd la menor interferencia fueron 400 nm. Se cuid6é que la
absorbencia de los caldos siempre estuviera entre las 0.3 y las 0.5 unidades; y
cuando fue necesario, los caldos se diluyeron para que la absorbencia se mantuviera
en el rango especificado. La absorbencia se leyd por ftriplicado en un
espectofotometro UV-Vis Perkin Elmer Lambda 2S. La densidad optica (D.O.) se

calculd utilizando la férmula:

D.O.=~log(l—A)* f
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Donde: A, es la absorbencia de los caldos; y f, es el factor de dilucion

4.7 Actividad de xilanasas en el extracto crudo

El substrato se preparé haciendo una suspension de xilano de avena al 1% (p/v) en
amortiguador de acetatos-HCI (50mM, pH 4.5). La suspensién se agit6 por 2 h, a
temperatura ambiente. El material insoluble se separd centrifugando la suspensién a
12,200 g, por 30 min a 441 °C. La actividad enzimatica se determiné incubando 50 ul
del extracto crudo con 50 ul de substrato por 30 min, a 50+1 °C. La reaccion se

detuvo enfriando en un bafio de hielo por 15 min.

Los azucares reductores liberados se cuantificaron utilizando una modificacion del
método de Sinner y Puls (1978). se adicionaron 2 ml del reactivo y se dej6 reaccionar
el sistema por 10 min a 80+2 °C. La reaccion se detuvo enfriando en un bafio de
hielo por otros 15 min. La absorbencia de las muestras se leyo por.triplicado en un
- espectofotometro UV-Vis Perkin Eimer Lambda 28 a 560 nm. La transformacion de
absorbencia a -concentraéién,se hizo utilizando r-*+)-xilosa (reactivo analitico de Carlo
Ebba), como esténdar. Una unidad de activ.idad enzimatica se definié como umoles
de xilosa equivalente liberada por min en el volumen de reaccion (urﬁol xilosa

eq.-min™100 pL™).

El método de deteccidon de azucares reductores de Sinner y Puls (1978) se basa en
la formacion de un complejo de cobre con acido 2,2’-biciconinico, que al ser reducido
forma una coloracioén violeta. El reactivo se formuld de acuerdo a las indicaciones de
la referencia original. Las variantes a y b utilizadas en el presente trabajo, difieren

solamente en que: a, utiliza acido aspartico; y b, acido citrico.

4.8 Actividad de proteasas en el extracto crudo

La actividad proteolitica del extracto crudo se determind de acuerdo al método de

Kunitz (1946). se incubaron 625 ul de caseina Hammarstein al 1% (p/v) en
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amortiguador de fosfatos (5 mM, pH 7.7), a 37+0.5 °C, por 30 min. Enseguida, se
agregaron 33 pl del extracto crudo y se incubd ia solucién otros 10 min a la misma
temperatura. La reaccidén se detuvo agregando 1 ml de acido tricloroacético. Para
medir actividad, se centrifugd la solucidn reactiva a 6,100 g por 20 min, a 25+1 °C. La
actividad enzimatica se determind como el incremento de absorbencia en el

sobrenadante a 280 nm.

4.9 Proteina extracelular total en el extracto crudo

Se utilizé el método de Bradford (1976), y el reactivo de Bio-Rad para cuantificar
proteina extracelular total. De acuerdo a las recomendaciones del fabricante, se
adicionaron 400 pl del reactivo a 1600 pul del extracto crudo. La solucion se mezclé
con Vortex, y se dejo reposar a temperatura ambiente por 10 min. La absorbencia de
las muestras se leyd por triplicado en un espectofotometro UV-Vis Perkin Elmer
Lambda 2S a 596 nm. La transformacion de absorbencia a .concentracion se hizo
utilizando seroalbimina bovina como esténdar: | ”

4.10 Tiempo de duracién de las fermentaciones

Para determinar el tiempo de duracion de las fermentaciones se corrid una
fermentacion en sales Volge!l (Davis y Serres, 1970) durante 11 dias. La
fermentaciéon se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita anteriormente, se
utilizaron glucosa (0.55 mM) y xilano al 1% (v/v) como fuente de carbono. Cada 24 h,
se retird un matraz del sistema y se determind: a) crecimiento, mediante la técnica de
peso seco (Ison y Matthew, 1997); b) actividad de xilanasas en el extracto crudo; y c)

proteina extracelular total.

4.11 Estabilidad del extracto crudo frente a la temperatura

Para determinar la estabilidad del extracto crudo frente a la temperatura se incubaron
2 mi del extracto a: 30, 40, 50. 60, 70, 80 y 90 °C, durante 1 h. Después del

tratamiento térmico, las muestras ~e enfriaron en un bafo de hielo. En seguida, se
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realizo el ensayo para detectar actividad de xilanasas en el extracto crudo siguiendo
la metodologia descrita anteriormente. El porcentaje de actividad residual se obtuvo
comparando la actividad recuperada después del tratamiento térmico contra la
actividad de una muestra control que se mantuvo a temperatura ambiente utilizando

la siguiente férmula:

Actividad después del tratamiento térmico

% de actividad residual = x 100

Actividad de la muestra control

4.12 Produccién de xilanasas en sales Volgel

Para caracterizar la produccién de xilanasas en este medio, se corri6 una
fermentaciéon de 6 dias. La fermentaciéon se llevé a cabo siguiendo la metodologia
descrita anteriormente, se utilizaron glucosa (0.55 mM) y xilano al 1% (v/v) como
fuente de carbono. Durante el tiempo que duraron las fermentaciones se registré:
crecimiento del hongo como D.O., actividad de xilanasas y de proteasas en el
extracto crudo, proteina extracelular total y el pH de los caldos. La 'cu-antiﬁqacién de
azlcares reductores se hizo utilizando las variantes a y b del reactivo de Sinner y
Puls (1978). '

4.13 Efecto de la cqnéentracién de glucosa sobre la produccién de xilanasas

Para determinar el efecto de la concentracién de glucosa sobre la produccion de
xilanasas, se corri6 una fermentacién en sales Volgel (Davis y Serres, 1970),
siguiendo la metodologia descrita anteriormente. En este experimento se utilizé
glucosa como unica fuente de carbono en dos niveles: 0.55 mM, como nivel bajo; y
55.5 mM, como nivel alto. Con el fin de validar la comparacién, se utilizaron esporas
del mismo lote y el mismo indculo: 10° esporas/ml de medio. Durante estas
fermentaciones se registré: crecimiento del hongo como D.O., actividad de xilanasas
en el extracto crudo, proteina extracelular total y el pH de los caldos. La
cuantificacién se azUcares reductores se hizo utilizando la variante b del reactivo de
Sinner y Puls (1978).
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4.14 Produccién de xilanasas en medio minimo

Para caracterizar la produccién de xilanasas en este medio, se corrid una
fermentacién de 6 dias. La fermentacion se llevé a cabo siguiendo la metodologia
descrita anteriormente, se utilizaron glucosa (0.55 mM) y xilano al 1% (v/v) como
fuente de carbono. Durante estas fermentaciones se registrd: crecimiento del hongo
como D.0O., actividad de xilanasas y el pH de los caldos.

4.15 Produccion de xilanasas en EL-1

Para caracterizar la produccidon de xilanasas en este medio, se corri6 una
fermentacién de 5 dias. La fermentacién se llevé a cabo siguiendo la metodologia
descrita anteriormente, se utilizaron glucosa (55.5 mM) y xilano al 5% (v/v) como
fuente de carbono. Durante estas fermentaciones se registrd: actividad de xilanasas
en el extracto crudo y el pH de los caldos. La cuantificacién de azUcares reductores

se hizo utilizando la variante b del reactivo de Sinner y Puls (1978).

4.16 Caracterizacién de la reologia de los caldos de fermentacion

La determinacion del cbmportamiento reolégico de los caldos de fermentacion se
hizo mediante; la aplicacion de la teoria de mezclado, de acuerdo a la metodologia
propuesta por Metzner y Otto (1957). Ademas, se prbpone una modificacién al
método de Brito y col., (1998). Con el fin de determinar la bondad del ajuste, los
resultados obtenidos se compararon contra los obtenidos mediante el método clasico

de Metzner y Otto.

En el presente trabajo, se utilizé un redmetro rotacional Haake RV20-M5 [torque
maximo (Tmax), 4.9-10% N-m; velocidad rotacional méxima (Nmax), 500 rpm],
modificado con un sensor helicoidal. Las dimensiones del sensor utilizado y sus
principales relaciones geométricas se muestran en la figura 4.1. Los datos de ios

estudios reoldgicos se registraron como porcentaje de velocidad de deformacion

(%D), y como porcentaje de esfuerzo (%1).
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D =0.0410

d =0.0361

h =0.0361

b = 0.0027

Figura 4.1. Impulsor helicoidal utilizado como sensor para el estudio de las propiedades

reologicas de los caldos de fermentacion y sus principales relaciones geométricas (todas las
dimensiones estan en m)
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Todos los ensayos se realizaron a la temperatura de incubacion de los caldos: 30 +
0.5 °C, por triplicado. Se evalué el comportamiento de los caldos a las siguientes
velocidades: 65, 110, 180 y 300 rpm, se tomaron al menos 20 lecturas en cada uno
de los pasos.

Los valores de %D y %71, se transformaron a velocidad rotacional (N, en rps) y torque

(T, en N-m) utilizando:

.0
N = NVows %D (4.3)
6000
7 = e %7 (4.4)
100

Los datos brutos, T contra N, se graficaron en coordenadas logaritmicas,
obteniéndose una recta. La pendiente de la recta formada por los datos brutos es

igual al indice de flujo de los caldos (n, adimensional).

4.16.1 Método de Metzner y Otto (1957)

La potencia consumida (P, en J-s™), al agitar los caldos se obtuvo usando:

P =2aNT (4.5)

El nimero adimensional de potencia (Np), se definié como:

N. = (4.6)

Donde: p, es la densidad del fluido analizado (kg'm™); y d, es el diametro del impulsor

helicoidal (m).

El nimero adimensional de Reynolds (R.) se definié como:
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R ="r (4.7)

Donde: ks, es la constante de potencia obtenida al calibrar el redbmetro modificado

con un fluido newtoniano (ke = 162.79+0.77, para el sensor utilizado en este trabajo).

Finalmente, la viscosidad efectiva de los caldos (7,, en Pa-s), se calculé utilizando:

d’Np

= (4.8)
7. 3
4.16.2 Método modificado de Brito y col., (1998)
El indice de consistencia de los caldos (m, en Pa-s”) se calculé utilizando:
m=—27 , (4.9)
k,(n)d*N"
Donde:
= (4.10)

ko(ny=k,b""'c "

En donde: b = 24.64+2.76;y ¢ = 0.91+0.02

La viscosidad efectiva de los caldos (76, en Pa-s), se calculé utilizando:

_mk, (N

(4.11)
ne kP

Finalmente, la velocidad efectiva de deformacion resultante sobre los caldos (7., en

s™), se calculé con:

7. =k, (n)- N{"f]’c(")}“' N (4.12)
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4.17 Analisis estadistico de los datos

A partir de los resultados de las réplicas de los diferentes experimentos, se calculo la
media aritmética y la desviacion estandar (D.E.). Con estos datos, se calculd el

coeficiente de variacion (C.V.) utilizando:

cy. - Mediaaritmética - (4.13)
D.E.
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5.Resultados vy
discusién
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5.1 Identificacion de la cepa

La identidad de la cepa utilizada se confirmé usando dos criterios: a) observacion de

-morfologia colonial directa y, b) observacién microscépica mediante la técnica de
microcultivo (Samson y Pitt, 1990). De acuerdo a varios autores (Rifai, 1969; Bissett,
1984, 1991 a-c, 1992; Samuels, 1996), el género Trichoderma se identifica por su
crecimiento rapido, hifas abundantes y conidias verdes. Cuando crecen sobre placas
de agar, los hongos del género Trichoderma practicamente no presentan micelio
aéreo y segregan pigmentos de tonos amarillos. La pigmentacién amarilla en
especial es caracteristica de algunas especies de la seccién Longibrachiatum
(Samuels, 1996).

En la figura 5.1, se pueden observar una fotografia de la cepa utilizada. El hongo se
crecidé en placas de agar papa-dextrosa, a 30+2 °C por 5 dias. La morfologia de |a
cepa utilizédé coincide con la morfologia descrita para el género Trichoderma:
crecimiento rapido, hifas abundantes y esporas verdes. En la figura 5.1 no se
observa la produccion de pigmento; sin'embargo, cuando se alargé el tiempo de
incubacién a 10 dias se pudo apreciar la aparicion del pigmento amarillo,
caracteristico de especies de la seccidn Longibrachiatum.

La morfologia microscépica del hongo se presenta en la figura 5.2. El género
Trichoderma pertenece al grupo de los deuteromicetos, hongos filamentosos
septados que se reproducen asexualmente. En las figuras 5.2a) y 5.2b) se puede
observar claramente las septas en las hifas. Estas observaciones, junto con las de

morfologia colonial, confirman que la cepa pertenece al género Trichoderma.

La presencia de conidias es otra caracteristica que identifica al género Trichoderma.
Las conidias pueden ser globulares, elipsoidales u oblongas. La forma de las
conidias ayuda a diferenciar los diferentes grupos de especics del género, pero no

permiten distinguir entre especies del mismo grupo.
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Figura 5.1. Trichoderma longibrachiatum IMI 061758 en agar papa-dextrosa
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Figura 5.2. Microfotografias de T. longibrachiatum Ml 061758: a) campo donde se
observan hifas septadas y dos hifas fusionadas; b) negativo del campo anterior, para
resaltar las septas; c) campo donde se pueden observar pies de célula; d) acercamiento a
un cuerpo fructifero donde se observa un conidiéforo. Todas los frotis se prepararon como
se describe en la metodologia. Las microfotografias se tomaron en microscopio éptico
usando un filtro de luz azul. Los aumentos utilizados se indican en la esquina superior
izquierda de cada fotografia.
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Las conidias pueden ser verdes, verde amarillo o incoloras (Samuels, 1996). La
figura 2d) muestra un cuerpo fructifero donde se observa un conidiéforo lleno de
esporas (conidias). El color de las conidias es verde obscuro, y en observaciones

posteriores se vio que las esporas liberadas son elipsoidales.

La identificacion de la especie sobre la base de la morfologia es especialmente dificil
en el genero Trichoderma, ya que varias especies comparten caracteristicas
morfolégicas comunes (Rifai, 1969; Bissett, 1984, 1991a-c, 1992; Samuels, 1996).
De hecho; Rifai (1969) afirma que no es valido definir una especie biologica
basandose soélo en observaciones morfoldgicas. Sin embargo, la produccién del
pigmento amarillo en el medio confirma que la cepa pertenece a la seccion
Longibrachiatum. La seccidn Longibrachiatum incluye las especies T. citrinoviride, T.
parceramosum, T. pseudokoningii, el anamorfo de Hypocrea schweinitzii, T. reesei y
T. longibrachiatum (Bissett, 1984, 1991¢; Samuels, 1996).

En conjunto, las caracteristicas morfologicas observadas en la cepa utilizada en el
presente trabajo 'nosv permiten afirmar que esta. pertenece al género Trichoderma, y
que es muy probable que, efectivamente, sea la especie T. longibrachiatum. Sin
embargo, para establecer la identidad definitiva de la cepa se requieren pruebas
moleculares adicionales. Samuels (1996) menciona que se pueden usar analisis
basados en perfiles de isoenzimas producidas y, ensayos moleculares para la
identificacion genética de diferentes especies. Pero, como lo sefialan Castle y col.
(1998), a la fecha existen pocos meétodos moleculares establecidos que permitan
determinar de manera rapida y confiable la identidad de una especie particular de

Trichoderma.
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5.2 Determinacion del tiempo de fermentacion.

Para determinar el tiempo de duracion de las fermentaciones se corrié una
fermentacion en sales Volgel (Davis y Serres, 1970), durante 11 dias, utilizando
glucosa y xilano de avena como fuente de carbono. Cada 24 h, se retir6 un matraz
del sistema y se determind: a) crecimiento, b) actividad y c) proteina extracelular

total. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.3.

La maxima actividad enzimatica se obtuvo al tercer dia para los dos substratos. Sin
embargo, el maximo de actividad en glucosa fue de 11.78 U, y en xilano de 16.00 U
(fig. 5.3). Como puede observarse en la figura 5.3, en ambos casos la actividad
presenta una caida y, posteriormente, una ligera recuperacion a partir del séptimo

dia. Esta tendencia se mantiene hasta el final de la fermentacion.

Cuando el hongo crece en glucosa, la secrecion de proteina alcanza un maximo de
3.66 ug/ml al segundo dia. El nivel de proteina extracelular se mantiene
practicamente constante hasta el ‘sexto dia, presentahdo después un
comportamiento erratico. Cuando el substrato es xilano, la proteina secretada
alcanza un maximo de 3.00 ug/ml al dia seis. Después del alcanzar el maximo, el
contenido de proteina extracelular disminuye aproximadamente a 1.5 pg/mi al

séptimo dia y se mantiene constante hasta el final de la fermentacién (fig. 5.3).

El criterio utilizado para determinar el tiempo de duracion de la fermentacion fue
actividad enzimatica. Por lo que, debido a que el maximo de actividad se alcanzd en
ambos substratos al tercer dia y considerando que un mayor tiempo de fermentacion
implica costos mayores, se decidi6 fijar el tiempo de fermentacion en seis dias.
Tomando en cuenta que el pico de actividad aparecia a las 24 h y desaparecia a los
cuatro dias, se fijaron los siguientes tiempos de toma de muestras: 0 (control), 1, 1.5,
2,2.5,3,35,4,5y6dias.
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Figura 5.3. Desarrollo de 7. longibrachiatum IM| 061758 en sales Volgel con: (a) glucosa, y (b)
xilano como fuente de carbono. Los datos graficados representan la media aritmética de tres
lecturas. Coeficiente de variacién: actividad y proteina < 10%; biomasa < 15%
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Generalmente, se recomienda el uso de la técnica de determinacion del peso seco
para evaluar el crecimiento de hongos filamentosos. Béasicamente, esta técnica
consiste en filtrar los caldos de fermentacion a través de una membrana para separar
el hongo del medio. El crecimiento del hongo se relaciona con la diferencia de peso
de la membrana, antes y después, de la filtraciéon. En nuestra opinién, esta técnica
resulta ser efectiva cuando se tiene un crecimiento abundante o cuando se filtran
grandes volumenes de medio, de tal manera que registran diferencias de peso
apreciables (del orden de g de micelio/L de medio). Sin embargo, cuando se tiene un
crecimiento discreto o se trabaja con volimenes pequefios, como en el caso del
presente trabajo, la técnica pierde confiabilidad y se vuelve practicamente insensible

a los cambios en la biomasa.

La afirmacion anterior se basa en el hecho de que en este experimento se registraron
diferencias de peso del orden de los 0.02 a los 0.08 g de micelio/L, y el coeficiente de
variacion fue menor o igual al 15%. El que la desviacién estandar represente el
quince 'por ciento de la media obtenida indica que se tiene una dispersion
relativamente émplia de los datos, consecuencia probable de las diferencias tan
- pequefias de peso registradas. Ademas, como la diferencia maxima de peso entre la
primera y la ultima lecturas obtenidas fue de aproximadamente 0.06 g, el error debido
a la balanza puede representar un porcentaje significativo de este valor de biomasa.
Por lo tanto, se decidio evaluar uha técnica mas sensible a crecimientos discretos del

hongo.
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5.3. Evaluacién de biomasa mediante la técnica de densidad 6ptica

En un experimento diferente, se evalud la técnica de deteccion de biomasa mediante
el uso de densidad Optica (Ison y Matthew, 1997). Como lo establece la técnica,
primero se realizé un barrido: del medio sin inocular y del medio con crecimiento.
Esta prueba tiene como objetivo determinar si hay una longitud de onda, entre los
400 y los 700 nm, donde la absorbencia del medio no interfiera con la absorbencia de

la biomasa. Los resultados del barrido se muestran en la figura 5.4.

La absorbencia del medio es practicamente cero entre los 400 y los 700 nm, tanto
con glucosa (fig. 5.4a), como con xilano (fig. 5.4b). Y después de analizar los
espectros, se determind que la absorbencia maxima de la biomasa se presentaba a
los 400 nm (fig. 5.4). Por lo tanto, se decidi6é que la longitud de onda a utilizar para

detectar el desarrollo de la biomasa fuera 400 nm.

El experiméntb se dejé correr durante 6 dias para evaluar la sensibilidad de la
técnica a la aparicién de biomasa (fig. 5.5). Esta técnica resulté ser mas sensible a Ia
aparicién de biomasa que la determinacién por peso seco. Como puede observarse
en la figura 5.5, desde las 12 h se detectan absorbencias de aproximadamente 0.12
para glucosa y de 0.20 para xilano. Estos valores de absorbencia son relativamente
pequefios como para considerarlos confiables. De hecho, la técnica exige que la
absorbencia de los caldos se mantenga entre 0.3 y 0.5 unidades de absorbencia.
Pero como también puede apreciarse en la figura 5.5, a las 24 h ya se tienen valores
de absorbencia de 0.54 U para el crecimiento en glucosa y de 0.37 U para el

crecimiento en xilano.

A partir de las 24 h, la absorbencia de los caldos con glucosa excedié los limites
sefialados por la técnica, por lo que se procedio a hacer diluciones de los caldos para
tomar las lecturas. La absorbencia de los caldos con xilano excedié los limites hasta

los 2 dias y medio.
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Figura 5.5. Sensibilidad de la técnica de densidad 6ptica al desarrollo de biomasa en sales
Volgel, con glucosa y xilano como fuente de carbono. Cada punto en la gréfica representa la
media aritmética de tres lecturas. Coeficiente de variacién < 5%
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La maxima absorbencia registrada durante el experimento fue de 2.31 U para el
hongo creciendo en glucosa, y de 1.55 U para cuando crecié en xilano. El coeficiente
de variacién resultd ser menor o igual a cinco. La diferencia entre el maximo y el
minimo de absorbencia registrada fue de 2.19 U para el crecimiento en glucosa, y de
1.35 U para el crecimiento en xilano. Estas diferencias en absorbencia son lo
suficientemente grandes como para considerar la técnica sensible.

Como se observa en la figura 5.5, se presentaron variaciones en las lecturas de
absorbencia registradas. Estos altibajos pueden atribuirse a una mala
homogeneizacién de los caldos 0 a la toma individual de matraces para cada lectura.
E!l bajo coeficiente de variacion indica que el error asociado a una mala
homogeneizacién de los caldos es muy pequefio. Es mas probable que la
variabilidad propia del desarrollo del hongo sea el factor involucrado en el
comportamiento observado.

Para comprobar que la técnica' de deteccion del desarrollo: de biomasa mediante
absorbencia da resultados consistentes y que las variaciones observadas no afectan
significativamente la tendencia de las lecturas, se hizo una regresidon no lineal con los

datos obtenidos.. El resultado se muestra en la figura 5.6.

En ambos casos, las lineas de tendencia resultantes de la regresion no lineal ajustan
satisfactoriamente a un modelo cuadratico. El coeficiente de correlacién para el
crecimiento en glucosa resulta de 0.94 (fig. 5.6a), y para el crecimiento en xilano de
0.95 (fig. 5.6b). Es importante sefialar que el modelo obtenido no es valido para
predecir el crecimiento del hongo, ya que no toma en cuenta mas que el efecto del
tiempo sobre el crecimiento. Este modelo es solamente una ecuacion que ajusta a
los datos analizados. Los resultados obtenidos indican que la técnica de deteccion de
biomasa por densidad dptica es mas sensible que la técnica de deteccion por peso
seco. La poca dispersion de las lecturas y su consistencia permiten afirmar que esta
técnica es confiable para evaluar crecimientos discretos de hongos filamentosos.
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Hay varios trabajos sobre la produccién de xilanasas y celulasas de Trichoderma sp.
(Knapp y Legg, 1986; Kalra y col., 1986; Royer y Nakas, 1989; Chen y col., 1997),
pero ninguno de estos trabajos reporta la evoluciéon de la biomasa, ni su correlacion
con la produccion de enzimas. Después de revisar algunos trabajos recientes sobre
produccién de xilanasas por hongos filamentosos (Copa-Patifio y Broda, 1994,
Ghosh y Nanda, 1994; McCrae y col., 1994; Jain, 1995; Khanna y col., 1995; Maijala
y col., 1995; Sachslehner y col., 1998), se encontré que solo Maijala y col. (1995), y
Sachslehner y col. (1998), reportan determinacién de biomasa por la técnica de peso

SECO.

Maijala y col. (1995), correlacionan actividad enzimatica y desarrollo del hongo;
encontrando que a mayor desarrollo se obtiene mayor actividad. Sin embargo, en la
discusiéon de los resultados, los autores comentan la dificultad de estandarizar esta
técnica al evaluar el desarrollo del hongo, Heterobasidion annosum. Los valores
reportados de biomasa se encuentran en el rango de los 0.08 g de micelio/L, a los
0.3 g/L. En nuestra opinion, estos valores de biomasa son bajos y suscéptibles a

errores experimentales significativos.

Sachslehner y col. (1998), no.evaluaron crecimiento mic’elér en el transcurso de las
fermentaciones, sino que usaron la técnica de peso seco para determinar la cantidad
de micelio inoculada. Se correlacion6 actividad enzimatica con indculo utilizado,
encontrando que a mayor inéculo se obtiene mayor actividad. La correlacion
encontrada es predecible, ya que la secrecion .de proteinas estd asociada al
crecimiento en hongos filamentosos (Peberdy, 1994). Por lo que resulta obvio que a
mayor biomasa inoculada corresponde una mayor secrecidon de proteina y, como

consecuencia, mayor actividad enzimatica.

Es importante contar con técnicas sensibles que permitan detectar, de manera
confiable, desarrollos discretos de microorganismos filamentosos. Ademas, estas
técnicas deben ser rapidas para poder correlacionar efectivamente el desarrollo del

microorganismo con la produccién del metabolito de interés. Si se conoce en que

62




fase de desarrollo se da la mayor produccion del metabolito, se pueden disefiar
medios que incluyan los nutrimentos necesarios para incrementar la produccion de

un metabolito en una fase de crecimiento particular.

Es notable que los trabajos que reportan la produccién de xilanasas y celulasas por
hongos filamentosos analicen solamente la evolucién de actividad con respecto al
tiempo. Es cierto que, en primera instancia, la maxima obtencién de actividad
enzimatica es el principal objetivo de estos trabajos, pero todos ellos se hicieron a
escala laboratorio, en matraces agitados. La produccién de enzimas a gran escala
plantea problemas técnicos serios, que podrian resolverse mas eficientemente si se
conoce en detalle el metabolismo del organismo productor. Si se desea caracterizar
la produccion de un metabolito en particular por un organismo dado, es importante
obtener la mayor cantidad de informaciéon posible de las fermentaciones en el
laboratorio. De esta manera el paso a un fermentador, que es un sistema escalable,

sera menos brusco y mas provechoso.

Desde este punto de vista, .el uso y validaciéo~ de técnicas como la de densidad
Optica (Ison‘ y Matthews, 1997), que son rapidas, sensibles y confiables, abre un
nuevo panorama al estudio de fermentaciones en el laboratorio. Genéralmente,
durante estas fermentaciones se trabaja con volimenes. pequefios de medio y se
obtienen crecimientos discretos del microorganismo, por lo que el uso de estas

técnicas no sélo es deseable, sino conveniente.
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5.4 Estabilidad del extracto crudo frente a la temperatura

A pesar de que algunos trabajos de produccién de xilanasas por Trichoderma
longibrachiatum reportan sus ensayos de actividad enzimatica entre los 40 y los 50
°C (Royer y Nakas, 1989; Chen y col., 1997), se consider6 importante determinar la
estabilidad frente a la temperatura de las xilanasas producidas por la cepa de T.
longibrachiatum utilizada en este trabajo.

Se encontrd que el extracto conserva actividad a todos los valores de temperatura
evaluados, desde 30 hasta 90 °C, pero conserva una mayor actividad entre los 40 y
los 50 °C (fig. 5.7). Se desconoce la razén por la cual se perdié actividad a 30 °C. El
extracto conserva aproximadamente el 70 % de actividad hasta los 50 °C, por lo que
las xilanasas no deberian perder actividad a temperaturas bajas. Este resultado es
mas atribuible a un error experimgntal queala desnaturélizaci'én d_é las xilanasas. Es
importante .reéaltar que el extracto crudo conserva un 40% de actividad residual
hasta los 90 °C (fig. 5.7), esto sugiere la ‘presencia de una fraccion de xilanasas
termoestables. |

Las bajas temperaturas afectan las interacciones hidrofdbicas, estas interacciones
ayudan a estabilizar las proteinas. En casos inusuales, algunas enzimas presentan
pérdida de actividad cuando se mantienen por debajo de los 20 °C. Un ejemplo de
tales enzimas son las mananasas producidas por Aspergillus oryzea (Venegas
Barrera, 1998), que pierden notoriamente actividad cuando se mantienen entre 4 y 7
°C.

Los hongos del género Aspergillus pertenecen a la misma familia que el género
T{ichoderma y las mananasas, al igual que las xilanasas, son hemicelulasas,
enzimas que atacan substratos semejantes y que podrian compartir caracteristicas
estructurales. Pero si las xilanasas producidas por T. longibrachiatum IMI 061758 son

sensibles a bajas temperaturas, seria extraordinario que perdiera el 60% de actividad
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Figura 5.7. Estabilidad frente a la temperatura del extracto crudo de una
femmentacion de T. fongibrachiatum IMI 061758 en sales Volgel. Los puntos en la
gréfica representan la media aritmética de tres lecturas. Coeficiente de variacién < 10%
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al mantenerlas a 30 °C, ya que esta temperatura no afecta normalmente a las
proteinas. Ademas, los hongos del género Trichoderma son meséfilos, crecen a
temperaturas cercanas a los 30 °C, por lo que no es probable que sus enzimas

pierdan actividad a estas temperaturas.

Las xilanasas producidas por T. longibrachiatum son relativamente termolabiles, pero
los resultados obtenidos por Royer y Nakas (1989), refuerzan la hipotesis de que la
pérdida de actividad en el extracto crudo se debe a un error en la manipulacién del
extracto mas que a su termolabilidad. Estos autores reportan que la actividad de su
extracto crudo se incrementd linearmente con la temperatura, entre los 30 vy los 55

°C, cuando el tiempo de duracién de la prueba de actividad fue de 30 min.

Sin embargo, las generalizaciones deben tomarse con precaucion, ya que las
enzimas producidas por un microorganismo del mismo género y especie pueden
variar dependiendo de la cepa utilizada y de la fuente de aislamiento. Por ejemplo,
Chen y col. (1997), reportan-la produccion -y purificacién de una .xilanasa de
T. /ongibrachiétum que difiere, en peso molecular, éctividad y modo de accion, de las
- xilanasas purificadas por Royer y Nakas (1991). Las xilanasas de Royer y Nakas
(1991), también se obtuvieron de T. 7ongibrachiatum, sblo que de una cepa diferente.

En. base a los resultados obtenidos, se fijo la temperatura para las pruebas de
actividad en 50 °C. Esta decisién se tomd considerando que el porcentaje de
actividad residual es practicamente el mismo a 40 y a 50 °C. Ademas, varios trabajos
sobre produccion y caracterizacién de xilanasas de diversas fuentes reportan sus
pruebas de actividad enzimatica a esta 'temperatura. Por lo tanto, realizar las pruebas
de actividad a 50 °C nos permite comparar la actividad de las xilanasas de T.

longibrachiatum IMI 061758 con las actividades reportadas por otros autores.
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5.5 Produccion de xilanasas en sales Volgel

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue caracterizar la produccién de
xilanasas por T. longibrachiatum IM|I 061758 a escala laboratorio. Una parte
importante de esta caracterizacion, fue el estudio del metabolismo del hongo. Por
esta razon, se eligi6 comenzar las fermentaciones en un medio de cultivo definido:
Sales Volgel (Davis y Serres, 1970). El trabajar con este medio present6 algunas
ventajas: a) permitié conocer la composicién exacta y las cantidades en las que se
encontraban cada uno de los componentes; b) fue posible elegir las fuentes de
carbono y su concentracion; y c) las sales Volgel se reportan en otros trabajos
(Sandhu y Kalra, 1982, 1985; Kalra y col., 1986; Royer y Nakas, 1989, 1991), como
un medio apropiado para el crecimiento de T. longibrachiatum.

Se trabajo con. glucosa y xilano de avena (Sigma), como fuentes de carbono. El usar

glucosa como unica fuente de carbono nos permitia determinar si la produccion de
' xilanasas, en la cepa de T. longibrachiatum utilizada, es constitutiva; y si lo era,
compararla contra la producciéon lograda en xilano (fig. 5.8). Durante el tiempo que
duraron las fermentaciones, se registro la evolucion de biomasa, actividad enziméatica
en el extracto crudo, la produccién de proteina extracelular y el pH de los caldos. El
objetivo de estudiar los anteriores parametros fue tratar de correlacionar la actividad
xilanolitica recuperada con el crecimiento y la secrecion de proteina extracelular. El
pH de los caldos se registré para evaluar su posible efecto sobre la actividad del

extracto crudo.

Los cultivos de T. longibrachiatum IMI 061758 crecieron mejor en glucosa. Con este
substrato, el hongo alcanza un crecimiento de 2.31 U de densidad optica (DO) al dia
seis (fig. 5.8a). En xilano, se tiene un crecimiento de 1.55 U de DO al final de la

fermentacic 1 (fig. 5.8b).
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Figura 5.8. Desarrollo de T. longibrachiatum IMI 061758 en sales Volgel con: (a) glucosa, y (b)
xilano como fuente de carbono (1). Los puntos en la grafica representan la media aritmética de
tres lecturas. Coeficientes de varacion: actividad < 10%; substrato < 10%; biomasa < 5%. Se
presenta la tendencia del comportamiento de la biomasa. La tendencia se obtuvo con una
regresion de segundo orden. R > 0.9 para ambos substratos.
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El hongo crece casi a la misma velocidad en ambos substratos hasta el tercer dia de
la fermentacion; pero a partir del cuarto, la velocidad de crecimiento en xilano
empieza a disminuir, mientras que en glucosa conserva la misma tendencia (fig. 5.8).
En glucosa, la actividad xilanolitica alcanza un maximo de 2.51 U al dia y medio, y se
mantiene practicamente constante por las siguientes 24 h. A partir del tercer dia, la
actividad decae y se mantiene asi hasta el final de la fermentacion (fig. 5.83); En
xilano, la actividad alcanza un maximo de 5.36 U a los tres dias y medio. En
contraste al comportamiento observado en glucosa, el pico aparece y desaparece en

el lapso de tiempo comprendido entre el tercer y el cuarto dia (fig. 5.8b).

La aparicion del pico de actividad no parece estar relacionada al desarrollo del
hongo. En glucosa, el maximo de actividad aparece cuando se tienen 0.60 U de DO;
mientras que en xilano, el maximo de actividad se da cuando se tienen 1.28 U de
DO. Reciprocamente, la pérdida de actividad no se puede asociar al crecimiento. El
pico de actividad en glucosa cae cuando se tienen 1.04 U de DO, y en xilano cuando

se tienen 1.62 U de DO. El factor que, aparentemente, puede asociarse a la

~induccién de actividad es la concentracion de substrato. En ambas fuentes de

carbono el incremento de actividad coincide con la caida de substrato en el medio
(fig. 5.8).

Las variaciones observadas en los datos graficados en la figura 5.8, son atribuibies a
los errores experimentales propios de cada método de deteccion y a la variabilidad
natural del hongo. Sin embargo, la tendencia observada y el bajo coeficiente de
variacion hacen los datos confiables. La naturaleza quimica del xilano, que es mas
complejo y dificil de degradar, puede explicar el porque se tiene un mejor crecimiento

en glucosa.

Como se menciond anteriormente, la secrecion de xilanasas no parece estar
asociada a un estado de crecimiento en particular. Andreotti y col. (1977), y Knapp y
Legg (1986), estudiaron la produccion de xilanasas y celulasas por Trichod'zrma QM
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9414 y T. reesei QM 9123 (ATCC 24,449), respectivamente, encontrando que
tampoco podian relacionar directamente el crecimiento del hongo a la produccion de

estas enzimas.

De manera similar a los resultados obtenidos en este trabajo, Sachslehner y col.
(1998), reportan la obtencion de actividades apreciables de mananasas, xilanasas y
celulasas después del agotamiento de glucosa en el medio para una fermentacion
con Sclerotium rolfsii CBS 191.62, otro hongo filamentoso. Por lo tanto, es probable
que la produccion de xilanasas forme parte de la respuesta al estrés inducido por el

agotamiento de substrato.

La sintesis de xilanasas y otras endoglucanasas en hongos filamentosos, esta
regulada, generalmente, por induccién y/o represion catabdlica (Sachslehner y col.,
1998). Debido a que substratos como el xilano son demasiado grandes para pasar a
través de la membrana celular y activar la induccion de las endoglucanasas, se
postula que los oligosacaridos producidos al principio de la fermentacion, por accion
de las éndoglUcanasas constitutivas, inducen la sintesis acelerada vde estas enzimas
- (Biely, 1993).

Los resultados obtenidos en esta fermentacion se ajustan al modelo de regulacion
catabdlica propuesto por Biely: Cuando el hongo crece en glucosa, produce
xilanasas en pequefias cantidades (fig. 8a); mientras que cuando crece en xilano, se
observa un incremento en la actividad enzimatica a los tres dias y medio (fig. 8b). La
actividad especifica de las xilanasas producidas, en el dia de maxima actividad, es
de 2.98 U de actividad xilanolitica/ng de proteina extracelular en glucosa, y de 3.71

U/ug de proteina en xilano.

El que la actividad especifica sea mayor en xilano puede tener dos explicaciones: (1)
La secrecion de proteinas en hongos filamentosos esta asociada al crecimiento
(Peberdy, 1994), y el crecimiento en glucosa fue mas abundante, por lo que el
hongo secreté mayores cantidades de proteina que no son xilanasas; (2) los xilo-
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oligosacéridos liberados de la hidrélisis parcial del xilano presente en el medio
indujeron la sintesis acelerada de xilanasas, por lo que éstas se encontraban
presentes en mayor proporcién en el medio. Si esto ultimo se demostrara, se estaria
aportando evidencia de que el modelo propuesto por Biely es correcto; al menos,

para la sintesis de xilanasas en T. longibrachiatum IMI 061758.

El incremento, y posterior caida, en actividad enzimatica durante el transcurso de la
fermentacion ya ha sido reportado por otros autores para la produccion de xilanasas
por Talaromyces emersonii (Tuohy y Coughlan, 1992), Streptomyces cyaneus (Wang
y col., 1993) y Trichoderma longibrachiatum CS-185 (Chen y col., 1997). Este
comportamiento se ha atribuido a factores tales como el ataque de proteasas (Biely y
coi., 1988), y la variacion del pH de ios caldos durante la fermentacién (Chen y col.,
1997). Ninguno de los trabajos citados aporta evidencias sélidas que demuestren

que la pérdida de actividad se debe a alguno de los factores mencionados.

En el presente trabajo se observé que el pH de los caldos subi6 de 7.53 a9.04 en
glucosa (fig. 5.9a), y de 7.33 a 9.15 en xilano (fig. 5.9b). Como se aprecia en la figura
5.9, no existe una correlacion directa entre el pH de los caldos y el incremento y
caida en la actividad enzimatica. En glucosa, el incremento en actividad xilanolitica
se presenta cuando el pH de los caldos es de 7.70; mientras que la caida se da
cuando el pH es de 8.55 (fig. 5.9a). En xilano, el pico de actividad enzimatica se
presenta cuando el pH esta entre 8.7 y 8.9, y la caida es a un pH de 9.00 U (fig.
5.9b).

El incremento en e! pH del medio durante la produccion de enzimas extracelulares
por hongos del género Trichoderma ya ha sido reportado por otros autores. Knapp y
Legg (1986) reportan un incremento en el pH de 3 a 5.3 para T. reesei creciendo en
medio liquido con paja de trigo como fuente de carbono; y Chen y col. (1997),
también reportan un incremento en el pH de 6.00 a 7.00 para T. longibrachiatum CS-

185 en medio liquido con xilano de avena como substrato. Esta caracteristica no es
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exclusiva del género, Stewart y col. (1983), reportan un comportamiento similar en
Aspergillus fumigatus.

Chen y col. (1997), atribuyen la pérdida de funcionalidad de las xilanasas al
incremento de pH en el medio. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que
esto es poco probable, ya que la caida de actividad enzimatica en el medio con
glucosa se da a valores de pH donde comienza a aparecer el pico de actividad en el
medio con xilano; y no existe una razén para creer que las xilanasas secretadas en
un substrato sean diferentes a las producidas en el otro. Sachslehner y col. (1998),
hacen un analisis de las isoenzimas producidas por Sclerotium rolfsii creciendo en
diferentes fuentes de carbono con el mismo medio, encontrando que los perfiles
electroforéticos de las xilanasas producidas son similares para todas las fuentes de

carbono.

Ademas, hay trabajos que reportan un incremento en la produccion de xilanasas a
valores de pH progresivamente mayores: Linko y col. (1977), reportan que la
produccion, poi' T. viride, es mayor con el hongo creciendo a pH de 4.0 en lugar de
-3.0. Knapp y Legg (1986), reportan un maximo de produccion, por T. reesei, a
valores de pH superiores a 5.0. Royer y Nakas (1989), reportan ‘un incremento en la
produccion, por una cepa T. longibrachiatum Rifai, cuando el pH inicial del medio se
incrementa de 5.0 a 7.0. Estos trabajos coinciden en sefalar que la secrecion de
xilanasas, en los microorganismos mencionados, depende fuertemente del pH inicial
del medio y de la naturaleza del substrato utilizado.

La relacion entre la proteina extracelular total y la actividad enzimatica se presenta
en la figura 5.10. La produccion de proteina alcanza un maximo de 4.10 pg/ml en
glucosa, y de 2.26 ng/ml en xilano. La aparicion de un pico de proteina que coincide
con la pérdida de actividad en ambos substratos (fig. 5.10), sugirio la presencia de
proteasas en el medio. Por lo que, se hizo la prueba de deteccion de actividad
proteolitica de Kunitz (1946), a los extractos crudos. No se detecto actividad

proteolitica a lo largo de la fermentacion (tabla 5.1).
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Tabla 5.1. Actividad proteolitica en el extracto crudo de dos fermentaciones de T.
longibrachiatum IM| 061758 en sales Volgel

~ Actividad Proteolitica® (Incremento en

Tiempo s
absorbencia a 280 nm) 3
(diaS) ' R S L et i A o it M y Vi,
Glucosa Xilano c.-Quimotripsina
1 N.D." | N.D. 0.85
2 N.D. | N.D. 085
= 1 g =
3 ND. | ND. 0.88
4 | N.D. | ND. | 092
e o
5 | N.D. N.D. | 0.82
6 - ND. ND. | 0.82

? Los valores de la tabla son la media aritmética de tres lecturas. Coeficiente de
variacion <5

® No Detectable.
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Con esto, se minimiza la posibilidad de que la caida de actividad enzimatica se deba

al ataque de proteasas. Aunque pudo ocurrir, que hubiera proteasas en el medio que
el método de Kunitz (1946) no pudo detectar.

En las réplicas de las fermentaciones se utilizo la variante (b), del método de Sinnery
Puls (1978) para detectar azlcares reductores. Se utilizd esta variante debido a la
baja concentracion de azucares reductores detectados en las fermentaciones
anteriores. Esta variante de la técnica permitié ampliar la sensibilidad de 1 a 0.10 mM

de xilosa equivalente.

Esencialmente se obtuvieron los mismos resultados: El hongo crece mejor en
glucosa; y de nuevo se observa el incremento y caida en la actividad enzimatica,
tanto para glucosa como para xilano. El comportamiento de la actividad xilanolitica
en glucosa no presenta variaciones significativas (fig. 5.11a); mientras que en xilano,
el pico de actividad se presenta 24 h antes, a los dos dias y medio (fig. 5.11b). Otra
diferencia importante son los valores maximos de actividad enzimatica registrados:
1.00 U en gl.uco'sa (fig. 5.11a), y 3.39 U en_ xilano (fig. 5.11b). Los valores de
biomasa, proteina extracelular total y la evolucién del pH de los caldos son
practicamente los mismos en las dos réplicas (estos resultados no se muestran), los

unicos valores diferentes son los de actividad enzimatica.

Royer y Nakas (1989), y Chen y col. (1997), reportan diferencias significativas en los
valores de actividad xilanolitica dependiendo del método de deteccion de azucares
reductores utilizado. Garcia y col. (1993), evaluaron tres de las técnicas mas
utilizadas para la deteccion de azucares reductores: El metodo de Nelson-Somogyi
(1952), la técnica del DNS, o acido dinitrosalicilico (Miller, 1959) y una variante del
método de Sinner y Puls (1978). Estos autores reportan que de los tres métodos

evaluados el mejor es el método de Sinner.

Como se obtienen valores semejantes de crecimiento, proteina extracelular y pH de

los caldos en las dos fermenta iones, es probable que la diferencia de valores en
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Figura 5.11. Desarrollo de T. longibrachiatum IMi 061758 en sales Volgel con: (a) glucosa y
(b) xilano como fuente de carbono (2). Los puntos en la grafica representan la media
aritmética de tres lecturas. Coeficientes de variacion: Actividad < 5%; substrato < 5%;
biomasa < 5%. Se presenta la tendencia del comportamiento de la biomasa. La tendencia se
obtuvo con una regresién lineal. R > 0.9 para ambos substratos.
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actividad enzimatica entre las réplicas se deba al uso de dos métodos distintos para
la deteccion de azucares reductores. El hecho de que se observen perfiles de
actividad xilanolitica similares en ambas fermentaciones (figuras 5.8 y 5.11), apoya
esta suposicion. En esta réplica, tampoco se pudo correlacionar el crecimiento del
hongo con la aparicion de los picos de actividad xilanolitica. Asi mismo, la evolucién
del pH de los caldos no tiene un efecto significativo aparente sobre la caida de
actividad enzimatica. De manera similar a los resultados de la primera fermentacion,
el factor que parece estar asociado a la aparicion de los picos de actividad xilanolitica

parece ser la concentracion de substrato en el medio (fig. 5.12).

Si se comparan los resultados de las réplicas, se observa claramente que se obtuvo
el mismo perfil de actividad enzimatica, independientemente del método de deteccion
de azucares reductores utilizado. También se pudo observar que el pico de actividad
xilanolitica aparece inmediatamente después de la caida de concentracion de
substrato en el medio (fig. 5.12), con lo que se aporta evidencia de que la sintesis de
xilanasas en T. longibrachiatum IMI 061758 parece formar parte de la respuesta al

estrés inducido por el agotamiento de la fuente de carbono.
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Figura 5.12. Consumo de substrato contra actividad xilanolitica en el extracto crudo de dos
fermentaciones de T. longibrachiatum IMI 061758 en sales Volgel con xilano como fuente de
carbono. Se muestran los resultados de las réplicas (1) y (2). Cada punto en la grafica
representa la media aritmética de tres lecturas. Coeficientes de varnacion: (1) Actividad < 10%;
substrato < 10%; (2) actividad < 5%; substrato < 5%.
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5.5.1 Puntos destacables y resumen

Las sales Volgel (Davis y Serres, 1970), son un buen medio para el crecimiento de T.
longibrachiatum. La cepa utilizada en este trabajo produce xilanasas en pequerias
cantidades cuando crece en un medio que contenia exclusivamente glucosa como
fuente de carbono. Se encontré evidencia parcial que indica que la sintesis de
xilanasa es inductiva por substrato, como lo sugiere el recuperar aproximadamente
tres veces mas actividad en el medio que contenia xilano de avena como Uunica

fuente de carbono.

La actividad de las xilanasas en el extracto crudo no se detecta al mismo nivel
durante el tiempo de fermentacion, se observé que la actividad se presenta como
picos que aparecen y desaparecen en un lapso de tiempo limitado. El nivel maximo
de actividad xilanolitica alcanzado y el tiempo de duracién del pico depende de la
fuente de carbono utilizada. No se pudo correlacionar el comportamiento de la
actividad enzimatica al crecimiento del hongo. El pH no parece afectar la
funcionalidad de las xilanasas y tampoco se de 6 la presencia de proteasas en el
medio que pudieran estar atacando a las enzimas producidas. En glucosa,'se obtuvo
una mayor produccion de proteina extracelular total. Sin embargo, la actividad
especifica en xilano es un tercio mayor que la actividad especifica en glucosa. Esto
sugiere que en presencia del substrato apropiado, se induce una sintesis acelerada

de xilanasas.

Las réplica de las fermentaciones en sales Volgel, no arrojaron diferencias
significativas en el comportamiento del hongo. Sobre todo, se obtiene el mismo perfil
de actividad enzimatica independientemente del método utilizado para detectar
azUcares reductores, producto de la actividad enzimatica. Los resultados obtenidos
sugieren que el factor asociado a la produccion de xilanasas es la concentracion de
la fuente de carbono en el medio: aparentemente, la prodhccic’m de estas
endoglucanasas también es parte de la respuesta al estrés inducido por el

agotamiento del substrato.
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5.6 Efecto de la concentracion de glucosa sobre la produccion de
xilanasas

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de las fermentaciones fue la evolucién
del pH de los caldos. Al contrario de lo que sucede en la mayoria de las
fermentaciones, el pH presenté una tendencia a incrementarse conforme transcurria
la fermentacion. Esta tendencia se obtuvo tanto para los medios con xilano (estos
resultados no se muestran), como para los medios con glucosa (fig. 5.13). Con
ambas fuentes de carbono el pH de los caldos se increment6 de 7.4, a un valor final
entre 8.5 y 9.0. Aparentemente, el factor asociado al incremento del pH de los caldos
fue el crecimiento. Al comparar el comportamiento de la biomasa contra la evolucion

del pH, se observé que ambas curvas son practicamente paralelas (fig. 5.13).

Algunos de los factores que pudieron contribuir al incremento del pH del medio son:
a) Las sales Volgel contienen compuestos que al disociarse pudieron ocasionar el
incremento del pH; b) algunos microorganismos tienen la capacidad de utilizar
compuestos quimicos inorganicos reducidos (por ejemplo, 'iones amonio), para
generar energia cuando se encuentran sometidos a estrés por una baja

concentracion de carbono en el medio.

Con la finalidad de determinar si el hongo estaba creciendo en condiciones
limitadoras de carbono, se disefid un experimento donde se utilizd glucosa a dos
niveles como fuente de carbono: 0.55 mM, que era la concentracion original utilizada
en las fermentaciones anteriores; y 55.5 mM como nivel alto para observar el
comportamiento del hongo y comparar: a) Crecimiento, b) evolucion del pH, c)
actividad xilanolitica, y d) produccién de proteina extracelular. Con el fin de validar la
comparacion, se utilizaron esporas del mismo lote y el mismo nivel de indculo: (48

esporas/ml de medio. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.14.
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Figura 5.13. Biomasa contra pH de dos fermentaciones de T. longibrachiatum IMI 061758 en
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La concentracion de glucosa influye drasticamente sobre el crecimiento de
T. longibrachiatum IMI 061758. E| crecimiento en el nivel alto es 8 veces mayor que
en el nivel bajo (fig. 5.14), a pesar de que se utilizd el mismo nivel de inéculo: 10°
esporas/ml. A diferencia de las fermentaciones anteriores, en el medio con nivel alto
de glucosa se pudieron observar claramente las fases, exponencial y estacionaria, de

crecimiento del hongo.

La secrecién de proteina en el medio con el nivel alto de glucosa también se vio
favorecida; con excepcion del primer dia, se observd una mayor producciéon de
proteina durante toda la fermentacién (tabla 5.2). Este hecho se reflejé directamente
sobre la produccién de xilanasas: En el medio con nivel bajo de glucosa la actividad
maxima es de 1.00 U, al tercer dia; mientras que en ei medio con el nivel alto la
actividad maxima registrada fue de 68.45 U, también al tercer dia. Una observacion
importante es que, al igual que en las fermentaciones anteriores, el maximo de
actividad enzimatica se presentd en coincidencia con la caida de concentracion de

substrato en el medio (fig. 5.14). -

-El comportamiento del pH, en ei medio con nivel bajo de glucosa, es similar al
observado en las fermentaciones anteriores: Inicia en un valor cercano a 7.0 y
termina en 9.0. En el medio con nivel alto el comportamiento del pH es diferente: Al
inicio de la fermentacion disminuye hasta alcanzar un valor de 5.1 al segundo dia,
durante la fase exponencial de crecimiento. A partir de este dia, en coincidencia con
la caida de concentracion de glucosa y con el comienzo de la fase estacionaria de
desarrollo, el pH de los caldos presenté de nuevo la tendencia a incrementarse, de
modo que alcanzé un valor de 8.1, al final de la fermentacion (fig. 5.14). Las réplicas

no presentaron variaciones significativas (estos resultados no se muestran).
El comportamiento del pH cuando la fermentacion se lleva a cabo en condiciones

limitadoras de glucosa puede deberse a que el hongo esta utilizando un mecanismo
alterno de obtenciéon de energia, lo que provocaria la aparicion de compuestos de
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Tabla 5.2. Proteina extracelular total en el extracto crudo y actividad enzimatica
maxima en dos fermentaciones de T. longibrachiatum IMI 061758 en sales Volgel
con glucosa, a dos niveles, como fuente de carbono: 0.55 mM (nivel bajo), y 55.5 mM
(nivel alto)

Proteina extracelular® (ug/mil)

Nivelbajo ~ Nivelalto
1 N.D. | N.D.
2 BT 0.92 4.09
3 | 0.82 489
4 | 0.63 3.78
5 | 2.29 . 6.09
= 6 0.99 3.89
" Actividad maxima 1,00 68.45
registrada (U)? - A

@ Los valores de la tabla son la media aritmética de tres lecturas. Coeficiente de
variacion < 5% ‘

® No Detectable

“ Dia en el que se registro la maxima actividad enzimatica

4 Media aritmética de tres lecturas. Coeficiente de variacion < 5%
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caracter basico en el medio y, por lo tanto, el incremento de pH. Esto se reafirma al

observar la evolucion del pH en la fermentacion con nivel alto de glucosa.

La caida de pH y de concentracion de substrato que coinciden con la fase
exponencial de crecimiento del hongo, sugieren la utilizacion del carbono como
fuente de energia. Mas cuando el substrato se agota, el hongo podria activar el
mecanismo alterno de obtencidén de energia, como lo sugiere el rebote en el valor de
pH (fig. 5.14).

La concentracion de carbono en el medio vuelve a aparecer como un factor que
induce la produccion de xilanasas: El pico de actividad, en ambos niveles de glucosa,
aparece hasta que se consume el substrato del medio. Los resultados obtenidos en
el presente experimento refuerzan la hipétesis de que la produccion de xilanasas, en
T. longibrachiatum IMI 061758, es parte de la respuesta al estrés inducido por el
agotamiento del substrato. El que se recupere casi 70 veces mas actividad en el
medio con el nivel alto de glucosa, parece ser sélo consecuencia del mayor

crecimiento alcanzado (8 veces mayor que en el nivel bajo).

Royer y Nakas (1989), sugieren que condiciones que limiten la velocidac =
crecimiento de T. longibrachiatum Rifai pueden incrementar la produccion de
enzimas extracelulares. Las observaciones hechas en el presente trabajo se
contraponen a las de Royer y Nakas (1989), ya que se recupera mucho mas
actividad (casi 70 veces mas), en el medio con el nivel alto de glucosa que en el bajo.
Y como se mencioné anteriormente, el crecimiento en el medio con glucosa al 55 mM
fue 8 veces mayor que en el nivel bajo. Ademas, también se recuperé una mayor

cantidad de proteina extracelular (tabla 5.2).

El incremento en el pH del medio durante la fermentacion se ha observado en otros
trabajos con hongos del género Trichoderma (Knapp y Legg, 1986; Royer y Nakas,
1989; Chen y col., 1997), asi como en fermentaciones con hongos de otros géneros
(Stewart y col., 1983; Johansson, 1988; Haltrich y col., 1993; Bonnarme y col., 1993;

86




Lestan y col., 1994; Maijala y col., 1995). Estos trabajos coinciden en que reportan la
produccion de celulasas, hemicelulasas y/o pectinasas, enzimas que degradan
tejidos lignocelulosicos. Ademas, también coinciden en el uso de substratos dificiles
de degradar, como por ejemplo: xilanos, de diferentes fuentes; tejidos lefiosos y paja
molida de algunos cereales.

Maijala y col. (1995), no pudieron discernir si el incremento en el pH se debid al
crecimiento del hongo, a la activacion del metabolismo secundario o a una
combinacion de ambos factores. La dificultad para seguir el desarrollo del hongo,
Heterobasidion annosum, impidié discernir cual de los factores mencionados
ocasionaba el incremento del pH. Ninguno de los otros trabajos citados aporta

evidencia experimentai que explique el comportamiento del pH.

Durante las primeras fermentaciones que se hicieron en el presente trabajo, el
incremento del pH del medio parecia estar asociado al crecimiento del hongo. Los
resultados observados con el hongo creciendo a una concentracion 100 veces mayor
de glucosa arrojaron resultados diferentes: ‘urante la fase exponencial de
crecimiento se presentd una drastica disminucicin en la concentracion de- substrato,
esta disminucion fue acompanada de la caida del pH del medio. Una véz que se
consume el substrato y que el hongo entra en fase estacionaria, el pH de los caldos
comienza a subir; esta tendencia en el comportamiento del pH se conservd hasta el

final de |la fermentacion.

Algunas bacterias tienen la capacidad de oxidar compuestos inorganicos reducidos
(por ejemplo, H.S, Fe**, NH,"), y utilizar la energia obtenida para crecer vy
reproducirse. Los microorganismos que exhiben esta capacidad reciben el nombre
de quimolitotréficos (Atlas, 1989). El mecanismo que utilizan estos microorganismos
para generar energia se denomina mecanismo quimiosmotico. EI mecanismo
quimiosmotico para sintesis del trifosfato de adenosina (ATP) es similar al

mecanismo de generacién de ATP mediante la fosforilacion oxidativa, que utilizan los
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microorganismos heterotrédficos (microorganismos que oxidan compuestos organicos

para obtener energia).

La diferencia basica entre los dos diferentes mecanismos de obtencion de ATP, es
que la oxidacion de los compuestos inorganicos reducidos no altera el potencial de
oxido-reduccién lo suficiente como para reducir el NAD" a NADH'. Por lo que los
electrones obtenidos de la oxidacion de estos compuestos entran a la cadena de
transporte de electrones a través de los citocromos, que se encuentran en un estado
energético menor que el NADH. Una vez incorporados a la cadena de transporte,
alguno electrones fluyen hacia el aceptor final, normalmente oxigeno, generando a
su paso un gradiente de protones a través de la membrana. Este gradiente es
utilizado para generar ATP (Atlas, 1989). Algunos electrones fluyen en direccién
reversa para producir el NADH necesario para procesos de biosintesis (fig. 5.15).

Este proceso de obtencion de energia, mediante el mecanismo quimiosmético, es
menos eficiente que el mecanismo de la fosforilacion éxidativa. Consecuehtemente,
los microorganismos quimolitotr()‘ﬂcos deben oxidar grandes cantidades de
compuestos inorganicos reducidos para obtener la energia suficiente para crecer y

reproducirse (Atlas, 1989).

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el incremento de pH
observado en ias primeras fermentaciones, tanto en glucosa como en xilano, fue
consecuencia de la baja concentraciéon de carbono en los medios. Cuando el hongo
crecié con una concentracion mayor de glucosa la utilizé como principal fuente de
energia para su crecimiento, mediante el mecanismo de la fosforilacion oxidativa.
Durante la fase exponencial de crecimiento, el hongo consumié rapidamente la
glucosa, produciendo acidos, que bajaron el pH del medio. Cuando la concentracion
de glucosa disminuyé de manera considerable, el hongo entra en fase estacionaria

de crecimiento y el pH del medio comienza a subir.

" NAD® Nicotinamin-Adenin Dinucleétido
NADH Nicotinamin-adenin dinucleétido reducido

-
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Figura 5.15. Esquema simplificado que ilustra el mecanismo quimiosmético de generacion de ATP.
Los electrones provenientes de la oxidacion de compuestos inorganicos reducidos, Fe?, H,S, NH,",
se acoplan a la cadena de transporte de electrones a través de los citocromos, que requieren de un
potencial de éxido-reduccion menor que el NAD'. El flujo de electrones resultante produce un
gradiente de protones a través de la membrana mitocondnal, que se usa para generar ATP. En
algunos microorganismo quimolitotréficos, como en las bacterias nitrificantes, se puede presentar un
flujo de electrones en ambos sentidos de la cadena de transporte. Los electrones que van en
sentido inverso se utilizan para reducir NAD" a NADH, compuesto indispensable en algunas
reacciones de biosintesis. El mecanismo quimiosmético utilizado por T longibrachiatum IM| 061758
no es necesariamente el que aqui se ilustra. (Modificada de Atlas, 1989).
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Probablemente, en respuesta a la baja concentracion de carbono y en un intento de
sobrevivir, el hongo empiece a utilizar compuestos inorganicos reducidos, presentes
en el medio, para producir energia mediante el mecanismo quimiosmaético. Como
resultado de la oxidacion de estos iones, aparecerian en el medio compuestos con la
capacidad de aceptar protones (H*), provocando un incremento de pH en el medio.
La evolucién del pH observada a bajas concentraciones de carbono, probablemente
se deba a que el hongo utiliza desde un principio la energia quimica obtenida de la
oxidacion de los compuestos reducidos. Es por eso, que en las primeras

fermentaciones las curvas de crecimiento y de pH se comportan de forma paralela.

Este mecanismo alterno de obtencion de energia, mediante un mecanismo
quimiosmaético, no se ha observado antes en hongos, sélo en bacterias. Sin
embargo, ayuda a explicar la evolucion del pH observada en el transcurso de las
fermentaciones, tanto a bajas como a altas concentraciones de carbono. El proceso
de obtencién de energia a partir de la oxidacién de compuestos organicos, mediante
el mecanismo de la fosforilacion oxidativa, es mas eficiente que el mecanismo

]

quimiosmotico. Esto explicaria también porque crecimiento en el nivel alto de
glucosa fue ocho veces mayor que en el nivei vajo, si el inoculo utilizado fue el
mismo. Hay que sefalar que haria falta mas experimentacién para determinar si T.
longibrachiatum IMI 061758, tiene la capacidad de obtener energia mediante los dos
mecanismos mencionados. Y de comprobarse, se tendria una vision mas amplia del

metabolismo y potencial de los hongos filamentosos.
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5.6.1 Puntos destacables y resumen

La concentracion de glucosa influyd drasticamente sobre el crecimiento de T.
longibrachiatum IMI 061758: el crecimiento en el nivel alto fue 8 veces mayor que en
el nivel bajo. La secrecion de proteina en el nivel alto de glucosa fue hasta 6 veces
mayor que en el nivel bajo. EI mayor crecimiento y producciéon de proteina
extracelular total se reflejaron directamente sobre la actividad enzimatica: se

recuperaron 68 veces mas actividad en el medio con glucosa al nivel alto.

El comportamiento del pH cuando la fermentacién se lleva a cabo en condiciones
limitadoras de glucosa puede deberse a que el hongo esta utilizando algun
compuesto inorganico reducido (por ejemplo, iones NH4"), como fuente de energia.
Esto provocaria la aparicion de compuestos de caracter basico en el medio y, por lo
tanto, el incremento de pH. Esto se reafirmé al observar la evolucion del pH en la
fermentacién con el nivel alto de glucosa: la caida de pH y de substrato coinciden
con la fase exponencial de crecimiento; mientras que la fase estacionaria de
crecimiento coincide con el agotamiento del substrato y con la tendencia del pH a

incrementarse.

El crecimiento alcanzado en el medio con nivel alto de glucosa (55.5 mM), indica que
con la concentracidon de glucosa utilizada originaimente (0.55 mM), limitaba el
crecimiento del hongo. Al limitarse el crecimiento, se limitaba también la secrecion de
proteina. Los resultados obtenidos en este experimento sugieren que si se desea
obtener una mayor produccién de xilanasas, es deseable proporcionar al hongo

condiciones que favorezcan su crecimiento.
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5.7 Crecimiento de Trichoderma longibrachiatum IMI 061758 en
medio minimo

Los resultados obtenidos en el experimento anterior sugieren que el hongo no
requiere de un medio complejo, como las sales Volgel, que contiene vitaminas y
metales traza, para crecer apropiadamente. Con la finalidad de determinar si
efectivamente no se requeria de un medio complejo para el crecimiento de T.
longibrachiatum IMI 061758, se llevd a cabo una fermentacion en otro medio de
cultivo definido: medio minimo (Owens y Keddie, 1969; Owens, 1985). Como se
detalla en la metodologia, el medio minimo contiene solamente sales y metales traza.
Se utilizaron glucosa y xilano de avena como fuentes de carbono. Se decidi6 trabajar
con el mismo nivel de fuente de carbono utilizado durante las primeras

fermentaciones con sales Volgel, para poder comparar los resultados.

El crecimiento observado fue relativamente pequefio, comparado con el crecimiento
en sales Volgel (estos resultados no se mue 2n). Debido a esto, y a que los
experimentos anteriores sugerian que si se deseaba incrementar la produccion de
xilanasas se requeria proporcionar al hongo condiciones que propiciaran su
crecimiento, se decidié no caracterizar el desarrollo y produccion de xilanasas de T.
longibrachiatum IMI 061758 en medio minimo. Sin embargo, el recuperar crecimiento
en este medio nos sirvié para establecer que el hongo no requeria, forzosamente, de

las vitaminas presentes en las sales Volgel.
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5.8 Produccion de xilanasas en EL-1

Las sales Volgel (Davis y Serres, 1970) y el medio minimo (Owens y Keddie, 1969;
Owens, 1985), son medios de cultivo definidos que incluyen en su formulacién
algunos compuestos termolabiles que deben de esterilizarse en frio, filtrandolos a
través de una membrana de 0.45 um. Si se desea trabajar con grandes volimenes
de medio, para la produccion de enzimas a gran escala, esto representa una
desventaja grave. Para la produccion de enzimas a escala industrial, normalmente se
manejan medios cuya formulacién permite esterilizarlos por medio de calor. Esto

permite manejar grandes volumenes de medio de manera continua.

Hay varios estudios que reportan la produccion de celulasas y xilanasas por T.
longibrachiatum, a escala laboratorio (Sandhu y Kalra, 1982; Thaker y col., 1986;
Royery Ngkas, 1989, 1991; Chen y col., 1997). Tod'oslestos‘estudios utilizan medios
que incluyen en su formulacibn compuestos termolabiles, ya sean vitaminas o
metales traza, y con excepcion de Chen y col. (1997), ninguno de ellos justifica el uso
de la formulacion utilizada.

Los resultados obteridos hasta este momento, indicaban que: a) la concentracion de
glucosa y xilano utilizadas durante las primeras fermentaciones limitaban el
crecimiento del hongo; b) si se deseaba mejorar la produccion de xilanasas, habia
que incrementar el crecimiento; c) el crecimiento observado en sales Volgel fue mejor
que en medio minimo, y la diferencia significativa entre las dos formulaciones era la
inclusiébn de vitaminas en el primer medio. Con esta informacion, se procedid a
disefiar un medio de cultivo que permitiera, por una parte un buen crecimiento del
hongo y por otra, poder esterilizarlo con calor humedo (103 kPa, 15 min).

El extracto de levadura, es un componente de medios de cultivo ampliamente
utilizado en microbiologia; ya qu.' contiene vitaminas, aminoacidos, carbohidratos

simples y algunos otros factores du crecimiento (Atlas, 1989). Este componente es
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muy valioso, no sélo por su contenido de nutrimentos, sino porque se puede
esterilizar con calor hiumedo sin perder su funcionalidad. Ademas, Ostrikova Yy
Konovalov (1983), observaron que la adicion de extracto de levadura al medio

resultaba en un incremento en la produccion de celulasas de Trichoderma viride.

Con estos antecedentes, se procedio a disefiar un medio de cultivo semidefinido, al
que se llamo6 EL-1, para caracterizar el desarrollo y produccion de xilanasas de T.
longibrachiatum IMI 061758, y comparar contra la produccion en sales Volgel. La
formulacion utilizada se detalla en la tabla 5.3. Los resultados obtenidos se dan en la
figura 5.16.

El crecimiento del hongo fue muy abundante, tanto que ya no fue posible registrar el
crecimiento mediante la técnica de densidad 6ptica. En los caldos con glucosa al 1%
(p/v), se observé un comportamiento similar al observado en sales Volgel, sélo que
ahora se registré una @ ividad maxima de 487 U, al tercer dia; el pico de actividad
coincide con la desaparicion de substrato en el medio. El pH de los caldos también
tiene un comportamiento similar: Al inicio de la ferméntacic')n disminuye de 7.21 a
5.86, en el segundo dia; esta disminucion en el valor de pH coincide con la caida de
concentracion de glucosa. A partir de este dia, y hasta el final de la fermentacion, el
pH tiende de nuevo a subir hasta alcanzar un valor de 8.7 al final de la fermentacion
(fig. 5.16a).

En el medio con xilano, se observa de nuevo un incremento y caida en la actividad
enzimatica, solo que esta vez el pico es mas amplio y se recupera mayor actividad
que en los estudios anteriores con una concentracion menor de xilano. A partir del
segundo dia, se recuperan 95 U de actividad xilanolitica, y se alcanza un maximo de
118 U, a los dos dias y medio. Al contrario de lo observado en las fermentaciones
con sales Volgel (seccion 5), la actividad enzimatica no desciende bruscamente
sino que cae gradualmente, de tal manera que se recuperan 82 U a los cuatro dias
(fig. 5.16b).
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Tabla 5.3. Composicion del medio de cultivo EL-1, formulado para caracterizar la
produccion de xilanasas de T. longibrachiatum IMI 061758,

Concentracion

Reactivo (a/lt)

Citrato tris6dico+2H,0

0.625
Fosfato de potasio dibasico*3H,0 0.819
Nitrato de amonio 0.500
Sulfato de magnesio*7H,0 0.050
Cloruro de calcio*2H,0 0.025

Extracto de levadura 0.6% (p/v)

Fuente de carbono:
Glucosa 1.0% (p/v)
Xilano de avena 5.0% (v/v)
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Figura 5.16. Desarrollo de T. longibrachiatum IMI 061758 en EL-1 con: (a) glucosa, y (b)
xilano como fuente de carbono. Los puntos en la grafica representan la media aritmética de
tres lecturas. El producto en (b), son azucares reductores, principalmente xilosa y
xilooligosacaridos de cadena corta. Coeficiente de variacion: Substrato < 5%; actividad <
5%; producto < 5%; pH < 1%.
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De manera similar a lo observado en sales Volgel (fig. 5.9, seccién 5.5), el pH del
medio tiende a incrementarse, de un valor inicial de 7.4 a un valor final de 8.9, al final
de la fermentacion. Otra observacién importante, es que por primera vez se pudo
apreciar la aparicion de azucares reductores en el medio. Las xilanasas liberan estos

azucares al hidrolizar el xilano (fig. 5.16b).

La cepa de T. longibrachiatum utilizada en el presente trabajo, resultdé ser un
excelente productor de xilanasas extracelulares (tabla 5.4). Y conforme se fue
avanzando en la investigacién se logro incrementar la produccion de xilanasas en:
711% para glucosa, y en 3480% para xilano (porcentajes calculados comparando la
produccion del medio semidefinido contra la produccién en sales Volgel, tabla 5.4).

Los valores de actividad xilanolitica registrados son comparables a los observados
por Royer y Nakas (1989), y Chen y col. (1997), que estudiaron la produccién de
xilanasas de cepas distintas de.T. longibrachiatum; aunque hay que considerar que
los autores mencionados utilizaron un método diferente de deteccién de azucares
reductores (tabla 5.4). Otra consideracion importénte, es que los estudios
mencionados reportan actividad como uM de xilosa equivalente liberados por minuto
por ml de extracto crudo; mientras que en el presente trabajo se definié una unidad
de actividad enzimatica como los uM de xilosa equivalente liberados por minuto por

100 pl de extracto crudo.

Otra observacion importante, es que la maxima actividad enzimatica siempre se
registré a los tres dias en los medios con glucosa, y a los dos y medio dias en los
medios con xilano (tabla 5.4). Invariablemente, la aparicién del pico de actividad
xilanolitica coincidi® con el agotamiento de la fuente de carbono en el medio.
Nuestros resultados contrastan con los observados por Royer y Nakas (1989), que
reportan el maximo de actividad enzimatica después de seis dias de fermentacion; y
con las observaciones de Chen y col., (1997), que recuperan la maxima actividad en
el extracto crudo después de 5 dias. Sachslehner y col., (1998) observaron, en una
fermentacion a escala laboratorio con Sclerotium rolfsii, que la maxima actividad
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Tabla 5.4. Actividad enzimatica maxima de las fermentaciones con T.
longibrachiatum IMI 061758 durante las distintas etapas de experimentacion. Se
incluyen dos estudios externos como referencia.

Método de
deteccion

Medio /
Referencia  Microorganismo Fuente de
carbono

Actividad

. maxim
de azticares .a Xige «
reductores® egistrada

Sinnery 1.00 U/0.1

Este trabajo: T. longibrachiatum Volgel /

IMI 061758 Glucosa 0.55 Puls (1978) mi
mM
Volgel / Sinner y 68.4 U/0.1 3
Glucosa 55.5 Puls (1978) mi
mM
Volgel / Xilano  Sinnery 3.39 U/0.1 2.5
1% (viv) Puls (1978) mi
EL-1/ Sinner y 487 U/0.1 3
Glucosa 55.5 Puls (1978) - ml
mM
EL-1/ Sinnery 118 U/0.1 25
Xilano 5 % Puls (1978) mi
(VIv)
Royery T. longibrachiatum Volgel / DNS 272.4 U/mi 6
Nakas, Rifai Desecho de la (Miller,
(1989)° ind. papelera 1959)
Chenycol.,, T. longibrachiatum Medio DNS 20 U/ml 5
(1997)° CS-1i85 semidefinido / (Miller,
Xilano de 1959)
avena

? Los datos de la tabla son la media aritmética de tres lecturas. Coeficiente de variaciéon < 5. Substrato
para el ensayo de actividad: Xilano de avena

® En este trabajo se utilizé la variante (b) del reactivo de Sinner y Puls (1978)

¢ Dia de la fermentacién en el que se registro la actividad enzimatica maxima

¢ Actividad enzimatica en el extracto crudo sin diluir. Substrato para el ensayo de actividad: xilano de
alamo temblén

¢ Actividad de la B-endoxilanasa en el extracto crudo sin diluir. Substrato para el ensayo de actividad:
xilano de avena
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xilanolitica se presentaba a los 13 dias. En este trabajo se reporta una actividad de
xilanasas de 228 U/ml (ensayo de deteccion de azucares reductores: DNS; substrato
para el ensayo de actividad: xilano de gimnosperma). Por lo que se puede afirmar,
que la produccion de xilanasas observada en el presente trabajo es también

comparable a la produccién observada con S. rolfsii.

5.8.1 Puntos destacables y resumen

Aunque no fue posible cuantificar el crecimiento del hongo en ninguna de las dos
fuentes de carbono, esto fue porque con el medio semidefinido disefiado en este
trabajo se observdé un mayor crecimiento que con las sales Volgel. Los resultados
obtenidos en esta fermentacidn refuerzan las observaciones hechas anteriormente: si
se desea incrementar la produccién de xilanasas, hay que proporcionar al hongo
condiciones que favorezcan su crecimiento. El consumo de glucosa aparentemente
esta asociado a la disminucion del pH de ' caldos; mientras que la tendencia del
pH a incrementarse parece estar asociada a un bajo nivel de glucosa en el medio. El
pico de actividad en glucosa se presenta una vez que se agota el substratn,
aparentemente, como parte de la respuesta al estrés inducido por la baja

concentracion de carbono en el medio.

El incremento del pH en el medio con xilano sugiere que la concentracién de carbono
sigue siendo baja, por lo que el hongo se ve obligado a utilizar el mecanismo alterno
de generacion de energia. En esta ocasidn no fue posible correlacionar la
concentracion de substrato en el medio con la produccion de xilanasas, debido a la
aparicion de azucares reductores en el medio. Pero, se recuperan casi 35 veces mas
actividad que cuando se utilizaron las sales Volgel. Es importante sefialar, que en
este experimento se utilizé una concentracion 5 veces mayor de xilano, por lo que no
se puede comparar directamente la produccion de enzimas. Sin embargo, la
actividad recuperada en el medio con glucosa fue siete veces mayor que su

contraparte en sales Volgel.
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El medio semidefinido formulado, demostré6 ser un excelente medio para el
crecimiento de T. longibrachiatum IMI 061758. Este medio, al contrario de las sales
Volgel y del medio minimo, no incluye componentes termolabiles en su formula, por
lo que se puede esterilizar en un autoclave. Esta caracteristica resulta ventajosa,
sobre todo si se piensa en la producciéon a gran escala de xilanasas. Ademas, la
sencillez de la formulacién (tabla 5.3), representa también ventajas econdémicas. El
tiempo de produccion es otro de los factores que repercuten sobre los costos de
produccién de enzimas, y otros metabolitos, de origen microbiano. Los resultados
obtenidos en este trabajo representan, por lo tanto, otra ventaja econémica; ya que

se recupera la maxima actividad en, maximo, tres dias.
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5.9. Caracterizacion de la reoldgica de los caldos de fermentacion

Otro de los principales objetivos del presente trabajo, fue estudiar la reologia de los
caldos de fermentacion y su comportamiento con respecto al tiempo. Si se piensa en
la produccion de metabolitos microbianos en sistemas susceptibles de escalamiento
(fermentadores), es importante estudiar la reologia de los medios ya que ésta afecta
fuertemente el desemperio del fermentador (Pedersen y col.,, 1993). Ademas, la
determinacion de las propiedades reoldgicas ayuda en la seleccion objetiva del
impulsor que proporcionara la mejor distribucién de los nutrimentos del medio y por
tanto, una mayor produccion.

En el presente trabajo se utilizaron dos métodos: a) el método clasico de Metzner y
Otto (1957), para la estimacion de viscosidades de proceso utilizando teoria de
mezclado; y b) la propuesta de Brito y col. (1998), para la estimacion de viscosidades

de proceso de fluidos complejos y suspensiones con impulsores helicoidales.

5.9.1 Estimacion del indice de flujo

Tanto el método de Metzner y Otto (1957), como el de Brito y col., (1998), utilizan los
datos brutos obtenidos del reémetro: torque (T, N-m) y velocidad de rotacién del
impulsor (N, rps), para estimar el indice de flujo (n) de los fluidos analizados. Las
figuras 5.17 y 5.18, muestra la evolucion de n con respecto al tiempo para sales
Volgel y EL-1, respectivamente. Cabé mencionar, que la unica suposicion que se
hace es que el comportamiento reoldgico de los caldos sigue el modelo de la ley

de la potencia (t = my").
Debido a que los ensayos para estimar las propiedades reol6gicas se hicieron con

todo el volumen inoculado (50 ml), no se registré la evolucion de la actividad

enzimatica. En su Iuyar, y debido a que resultaron ser indicadores de la
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Figura 5.17. Biomasa, pH y evolucion del indice de flujo (n) de los caldos de dos
fermentaciones de T. longibrachiatum IMI 061758 en sales Volgel con: (a) glucosa, y (b)
xilano como fuente de carbono. Cada punto en la grafica representa la media aritmética de

tres repeticiones. Coeficiente de variacién: Biomasa < 5%, pH < 1% n < 10%.
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Figura 5.18. Biomasa, pH y evolucion del indice de flujo (n) de los caldos de dos
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como fuente de carbono. Cada punto en la grafica representa la media aritmética de tres
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103




reproducibilidad de las fermentaciones, se registrd la evolucién de la biomasa y del
PH de los caldos. Los resultados se muestran también en las figuras 5.17 y 5.18,
para sales Volgel y EL-1, respectivamente.

5.9.1.1 Evolucion del indice de flujo en los caldos con sales Volgel

Independientemente de la fuente de carbono, en la ventana de deformacién
analizada los caldos de fermentacion se comportaron como fluidos dilatantes. El
indice de flujo vari6 entre 1.49 y 1.65 para los caldos con glucosa (fig. 5.17a); y entre
1.31 y 1.55 para los caldos con xilano (fig. 5.17b). El medio sin crecimiento se
comporta como un fluido newtoniano (pn = 3.9£0.17 mPa-s), con propiedades
semejantes a las de! agua. Una vez que aparece €l crecimiento, la reologia de los

caldos cambia, por lo que este comportamiento se puede asociar al crecimiento.

El pH de los caldos y el crecimiento se comportaron de manera similar a lo
observado en las fermentaciones anteriores (fig. 5.8 y 5.9, sec. 5.5): se présenté un
mayor crecimiento en glucosa que en xilano; y el pH presenté una tendencia a
~ incrementarse, conforme transcurrio la fermentacion, de un valor inicial de alrededor
de 7.4 a un valor final aproximado de 8.9 (fig. 5.17).

5.9.1.2 Evolucion del indice de flujo en los caldos con EL-1

Independientemente de la fuente de carbono, en la ventana de deformacion
analizada los caldos de fermentacion se comportaron nuevamente como fluidos
dilatantes. El indice de flujo varié entre 1.39 y 1.59 para los caldos con glucosa (fig.
5.18a); y entre 1.12 y 1.75 para los caldos con xilano (fig. 5.18b). El medic sin
crecimiento se comporta como un fluido newtoniano (u = 3.9£0.17 mPa-s) con
propiedades semejantes a las del agua. En este medio, el cambio de las propiedades
reologicas también se puede asociar al crecimiento del hongo.

Si se le compara con los resultados obtenidos en las fermentaciones con nivel alto de

glucosa en sales Volgel (fig. 5.14, sec. 5.6), y con la caracterizacién de produccion
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de xilanasas en EL-1 (fig. 5.16, sec. 5.8), en esta ocasion se presenté un retraso de
24 h en la aparicion de biomasa. Sin embargo, el comportamiento del pH es similar al
observado en estas fermentaciones: en glucosa, la fase exponencial de crecimiento
coincide con una caida en el pH de 7.0 a 5.0. Una vez que el hongo entra en fase
estacionaria, el pH rebota hasta alcanzar un valor final alrededor de 8.0. En xilano, el
pH tiende a incrementarse del valor inicial de 7.0 a un valor final alrededor de 8.5.
Este comportamiento es similar al observado anteriormente en el mismo medio (fig.
5.16b, sec. 5.8).

Durante el desarrollo del presente trabajo, se hicieron dos cosechas de esporas que
se conservaron a —20 °C, con un surfactante (tween 20) como crioprotector. Para el
momento en que se hicieron las fermentaciones para caracterizar la reologia de los
caldos, las esporas tenian 6 meses en congelacion. Por lo que es probable, que el
retraso observado en el crecimiento se deba al estrés inducido por la conservacion

en congelacion de las esporas.

5.9.1.3 Efecto de la concentracion de xilanasas en el medio sobre el
comportamiento reolégico de los caldos de fermentaciéon

Conforme el hongo crece, secreta proteinas al medio. Las proteinas son polimeros
cuyas unidades constitutivas son los aminoacidos. Se ha observado, que
generalmente las soluciones de polimeros se comportan como fluidos no
newtonianos. Debido a esta caracteristica de los polimeros, se disefid un
experimento adicional donde se evalué la reologia de las siguientes soluciones de la
xilanasa comercial “Amano 90”: 1, 10, 100 y 1000 pg de proteina/ml (fig. 5.19). Este
experimento se hizo con la finalidad de discriminar el efecto de la biomasa y el efecto

de las proteinas secretadas sobre el comportamiento reoldgico de los caldos.

A pesar de que el hongo no sélo excreta xilanasas, se utilizé la xilanasa comercial
como proteina representativa. Las soluciones de proteina se comportaron como
fluidos newtonianos (u =4.1+£0.18 mPa-s), con propirdades semejantes a las del

agua. En las concentraciones probadas, la viscosidad le las soluciones mostré ser
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Figura 5.19. Curvas de flujo para cuatro soluciones de una xilanasa comercial en una solucion
amortiguadora de acetatos (10mM, pH 5.0), a 30 °C. Las concentraciones probadas fueron: 1, 10,
100 y 1000 ng de xilanasa/mi. La reologia de las soluciones se evalud con un sistema de cilindros
concéntricos (Haake, MV-DIN). El valor de la viscosidad newtoniana (u), es igual al valor de la
pendiente de la recta que se obtiene mediante una regresion lineal de los datos obtenidos en el
reémetro. R* > 0.98
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independiente de la concentracion de proteina (fig. 5.19). Por lo tanto, el

comportamiento dilatante de los caldos se puede atribuir al crecimiento del hongo.

Cabe mencionar que tanto para la evaluacion de la reologia de las soluciones de
xilanasa, como para la evaluacion de la reologia del medio sin crecimiento, se utilizd
un sistema de cilindros concéntricos (Haake, MV-DIN), en lugar del sensor helicoidal.
La razodn por la cual se utilizd el sistema de cilindros concéntricos, es que las lecturas
que se obtuvieron con el sensor helicoidal indicaban que las soluciones y los caldos
se comportaban como fluidos no newtonianos dilatantes, con un indice de flujo, n =
1.46£0.51 (estas curvas no se muestran). La desviacion estandar representa el 34%
de la media, y los valores minimo y maximo de n registrados fueron 1.21 y 2.11,
respectivamente. La dispersion de los datos puede atribuirse a conc'-iones no
laminares de flujo en el sensor (Klein y col., 1995), que condujeron  lecturas

errbneas.

Bajo las condiciones de fermentacion utilizadas, el hongo crecié formando bequeﬁos
pellets (fig. 5.20). Durante la determinacion de las propiedades reolégicas de los
caldos, los cultivos se mantuvieron en suspension homogeneizados por el sensor
helicoidal. Por lo que al incrementarse la velocidad de agitacion, probablemente se
provoco una interaccién, a nivel fisicd, cada vez mayor. Esta interaccion fisica pudo
ocasionar que los caldos tendieran a comportarse, conforme se incrementaba la
velocidad de agitacion, como una substancia semisolida que demandaba cada vez
mayor potencia para ser homogeneizada. De tal manera, que esta interaccion fisica
tuvo como consecuencia que los caldos se comportaran como fluidos dilatantes en Ia

ventana de deformacion analizada (fig. 5.21).

Considerando ademas la variabilidad de los datos, una vez que aparece el
crecimiento y los caldos se comportan como fluidos dilatantes, el indice de flujo es
mayor a la unidad y practicamente independiente del tiempo y del crecimiento del
microorganismo (fig. 5.17 y 5.18). Esto representa una ventaja, ya que implica que el
consumo de potencia sera el mismo a lo largo de toda la fermentacién. Ademas los
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Figura 5.20. Desarrollo de T. Jongibrachiatum IMI 061758 en EL-1 con: (a) glucosa, y (b) xilano
como fuente de carbono. Los matraces corresponden, de izquierda a derecha, a los dias 1, 2, 3, 4
y 5.
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Figura 5.21. Propuesta de! mecanismo por el cual los caldos de femmentacion de T.
longibrachiatum IMI 061758 se comportan como fluidos no newtonianos dilatantes. El modelo
propuesto implica interacciones a nivel fisico entre los pellets formados por el hongo al crecer. A
bajas velocidades del impulsor, la interaccion entre los pellets es baja. A velocidades medias,
comienza a darse una mayor interaccion entre los pellets, de tal manera que se comienzan a
formar zonas donde los pellets forman zonas semi-sédlidas. A velocidades altas, la interaccion
entre los pellets es maxima y las zonas donde se forman regiones semi-sélidas también, por lo
que se alcanza una viscosidad maxima. A velocidades muy altas, tal vez donde comienza a
darse un cambio de régimen de flujo laminar a flujo de transicién, el cambio en los patrones de
flujo podria hacer que disminuya de nuevo la interaccion entre los pellets y que la viscosidad
disminuya nuevamente.
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resultados obtenidos sugieren que el mismo impulsor homogeneizara eficientemente
los caldos durante el transcurso de la fermentacion. Sin embargo, estos resultados
deben tomarse con precaucion y deberan de ser validados durante fermentaciones
que se lleven a cabo en un reactor.

5.9.2 Estimacion de la viscosidad de proceso de los caldos de fermentacion

5.9.2.1 Curvas de flujo obtenidas mediante el método de Metzner y Otto

Como se discutid previamente (sec. 2.5), el enfoque de Metzner y Otto (1957) es
ampliamente aceptado para estimar viscosidades de proceso utilizando sistemas de
mezclado. Las figuras 5.22 y 5.23 muestran las curvas de fiujo obtenidas mediante
este enfoque para los caldos con sales Volgel y EL-1, respectivamente.

5.9.2.1.1 Curvas de flujo de los caldos con sales Volgel

La viscosidad de los caldos de T. longibrachiatum IMI 061758 en sales Volgel, no
varié significativamente durante el trahscurso de la fermentacion en ninguna de las
dos fuentes de carbono (fig. 5.22). Esto coincide con la observacion de que, una vez
que aparece el crecimiento y los caldos se comportan como fluidos dilatantes, el
indice de flujo es practicamente independiente del tiempo y de la concentracion de

biomasa.

5.9.2.1.2 Curvas de flujo de los caldos con EL-1

En el medio con glucosa, hasta el cuarto dia se observd que la viscosidad de los
caldos tiende a incrementarse conforme transcurre la fermentacion. En el quinto dia,
la viscosidad de los caldos disminuye ligeramente para alcanzar valores semejantes
a los del tercer dia de la fermentacion (fig. 5.23a). Este comportamiento contrasta
con el hecho de que, una vez que aparece el crecimiento y se presenta el
comportamiento dilatante, el indice de flujo de los caldos se mantuvo practicamente
constante (fig. 5.18a). Este comportamiento también contrasta con el observado en
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Figura 5.22. Curvas de flujo de los caldos de fermentacion de T. longibrachiatum IMI
061758 en sales Volgel con: (a) glucosa, y (b) xilano como fuente de carbono. Las curvas
se obtuvieron a partir de los datos brutos, T contra N, obtenidos con un reémetro rotacional
(Haake RV20-M5) modificado con un sensor helicoidal, utilizando el método clasico de
Metzner y Otto (1957). Los puntos en la grafica representan la media aritmética de tres
repeticiones. Coeficiente de variacion < 10%.
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Figura 5.23. Curvas de flujo de los caldos de fermentacion de T. longibrachiatum Ml
061758 en EL-1 con: (a) glucosa, y (b) xilano como fuente de carbono. Las curvas se
obtuvieron a partir de los datos brutos, T contra N, obtenidos con un reémetro rotacional
(Haake RV20-M5) modificado con un sensor helicoidal, utilizando el método clasico de
Metzner y Otto (1957). Los puntos en la grafica representan la media aritmética de tres
repeticiones. Coeficiente de variacion < 10%.
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sales Volgel, donde la viscosidad se mantiene constante (fig. 5.22). En los caldos con
xilano, se observa un comportamiento similar al observado en sales Volgel: la
viscosidad se mantiene practicamente constante durante el transcurso de la

fermentacion (fig. 5.23b).

Durante el transcurso de las pruebas de viscosimetria rotacional, no se observé que
los caldos de fermentacion subieran por el eje del impulsor (efecto Weissenberg).
Esto sugiere que los caldos no tienen una componente elastica significativa; estas
observaciones coinciden con las de Allen y Robinson (1990). Por otro lado, el
crecimiento del hongo en sales Volgel fue pobre si se le compara con el crecimiento
alcanzado en EL-1 (sec. 5.8). Y a pesar del crecimiento que se logra al crecer el
hongo en EL-1 con xilano (fig. 5.18b y 5.20b), este no se compara con el crecimiento
que alcanza el hongo en el mismo medio pero con glucosa como fuente de carbono
(fig. 5.18ay 5.20a).

En el medio con glucosa, se observa que la biomasa se incrementa desde un valor
inicial de 0.90 g/L'(dia 2), hasta 5.75 g/L (dia 4). Para posteriormente disminuir a 4.26
g/L (dia 5), que es un valor semejante al registrado el tercer dia (4.83 g/L, fig. 5.18a).
El comportamiento de la biomasa es semejante al comportamiento de la viscosidad.
Por lo que, con el crecimiento alcanzado en las fermentaciones en EL-1 con glucbsa,
la viscosidad de los caldos se puede asociar directamente a la concentracion de
biomasa. Por el contrario, en el resto de las fermentaciones la viscosidad de los
caldos es independiente de la concentraciSn de biomasa, y se mantiene

practicamente constante durante toda la fermentacion.

Estas observaciones coinciden con las hechas por Allen y Robinson (1990), que
estudiaron la reologia de diferentes caldos de fermentacion con: Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum y Streptomyces levoris. Estos autores observaron que |a
viscosidad de los caldos esta directamente relacionada a la concentracion de

biomasa. Pedersen y col., (1993), también observaron la misma relacién entre la
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viscosidad de los caldos de una fermentacion de Penicillium chrysogenum y la

concentracion de biomasa.

Galindo y col., (1989), también encontraron la misma relacién entre viscosidad y
concentracion de biomasa para una fermentacién con Xanthomonas campestris. Solo
que a diferencia del presente trabajo, y de los otros citados anteriormente, donde el
comportamiento reolégico de los caldos se puede atribuir al crecimiento del hongo, el
comportamiento de los caldos de fermentacion de Xanthomonas campestris puede

atribuirse a la secrecion de goma xantana al medio.

Como se observa en las fig. 5.22 y 5.23, no se calculé la velocidad efectiva de
deformacion () de los caldos de fermentacion. De acuerdo al enfoque de Metzner y
Otto (1957), la 7 se puede relacionar directamente con la velocidad de rotacién del
impulsor (N) mediante una constante (ks, o constante de Metzner-Otto) que depende
Unicamente de la geometria utilizada (% = ksN). Sin embargo, varios investigadores
han observado que la constante de Metzner-Otto también depende fuertemente de la
reologia del fluido bajo estudio (Calderbank y Moo-Young, 1961; Beckner y Smith,
1966; Schilo, 1969; Nagata y col., 1970; Rieger y Novak, 1973; Yap y col., 1979;
Nienow y Elson, 1988; Castell-Pérez y 'Steffe, 1990; Brito y col.,, 1992). Esta
dependencia es mas fuerte para fluidos altamente pseudoplasticos (Brito y col.,
1997), y para fluidos dilatantes (Nienow y Elson, 1988).

5.9.2.2 Curvas de flujo obtenidas mediante el método de Brito y col.

Brito y col., (1998), en base a un trabajo anterior (Brito y col., 1992), incorporan los
efectos de la reologia del fluido a la estimacion de la constante de Metzner-Otto en la
funcién:

P

Dond::: -1
kp(m)=kpb™c ™ .
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En donde: b = 24.64+2.76; ¢ = 0.91+0.02; y ke es la constante de potencia obtenida
al calibrar el sensor helicoidal con un fluido newtoniano (ke = 162.79+0.77 para el

sensor utilizado en este trabajo).

Es importante mencionar, que las funciones (5.1) y (5.2) se obtuvieron del analisis de
fluidos newtonianos y pseudoplasticos homogéneos. En el estudio de Brito y col.,
(1998), se utilizé un sensor con las mismas relaciones geométricas al que se utilizé
en el presente trabajo, sin embargo cabe la pregunta de si estas ecuaciones se
pueden aplicar al sensor aqui utilizado y de si la funcién (5.2) es valida también para
fluidos no newtonianos dilatantes, como resultaron ser los caldos de fermentacion de
T. longibrachiatum IMI 061758. Por lo tanto, se hizo un andlisis de la propuesta de
Brito y col. (1998).

5.9.2.2.1 Modificaciones a la propuesta de Brito y col.

En condiciones de flujo laminar. un fluido no newtoniano, cuyo comportamiento se
pueda describir con el modelo de la ley de la potencia, va a seguir la siguiente

relacion:
T = A(n)N" | (5.3)

Por lo que al graficar en coordenadas logaritmicas los datos brutos obtenidos del
reometro, T contra N, se obtendra una recta cuya pendiente es el valor de n y cuyo
intercepto con T sera el logaritmo del valor de la constante A(n).

Brito y col. (1998), proponen combinar la ec. (5.3) con:

Np = ke(n)Rs" (5.9)

Donde: bt

TT.
N, = o (5.5)
Y:
mZNZ—n

Bl S (5.6)

¢ m
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Igualando (5.4) y (6.5), y substituyendo (5.6) en (5.4) queda:

3
z;zr _ ko (ma 5:7)
N' =~

Substituyendo (5.3) en (6.7), queda:

2724(n) = k , (nymd” (5.8)

Donde integrando el valor de 2z a la constante A(n), se llega a la propuesta de Brito
y col. (ec. 9,1998):

A(n) =k, (n)md’ (5.9)

Debido a que (5.9), al combinarse con (5.3), se utiliza posteriormente para calcular el
indice de consistencia (m), se consideré importante estudiar el efecto de incorporar el
valor de 27 a la constante A(n). Con esta finalidad, se analizaron los datos obtenidos
de la deformacion del gl'icerol,’ que es un ﬂ‘uido newtoniano. De la grafica en
coordenadas iogaritmicas de los datos brutos, T contra N, se obtuvo el valorde ny el
de A(n). |

Si se analiza (6.9), se desprende que para un fluido newtoniano (n = 1), el valor de m
es igual a la viscosidad newtoniana (). Por lo que, suponiendo que la funcién (5.2)
es valida para el sensor utilizado en este trabajo, al substituir los valores de kp(n) y
de u=m en (5.9), debera obtenerse un valor para la constante A(n) muy semejante

al obtenido de los datos brutos. Los resultados se muestran en la tabla 5.5.

Al calcular el valor de A(n) utilizando (5.9), el valor que se obtiene difiere del que se
obtiene directamente de la grafica de los datos brutos,_T contra N. Analizando los
valores de A(n) obtenidos utilizando (5.9), se observa que al dividirlos por 27 se
obtiene una coincidencia casi exacta para el valor de A(n) obtenido directamente
(tabla 5.5). Por lo tanto ~e propone no incorporar el valor de 2z a A(n), de tal manera

que se tiene la siguiente i2lacion:
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Tabla 5.5. Evaluacion de la incorporacion del valor de 27 en la constante
A(n), y correccion propuesta mediante la ecuacion (5.70). Se muestran
los datos obtenidos de la deformacion controlada de glicerol a 30+0.5 °C,
en un reémetro rotacional Haake RV20-M5 modificado con un sensor
helicoidal, utilizando velocidades de cizalla desde 5 hasta 645 s™

 Réplica = ' Kp " Indice . A(n) A(n) A
newtoniano de flujo directo calculado calculado
(n) utilizando utilizando
(5.9) (5.10)
1 . 16448 1.03 0.000508 0.00324 0.000516
2 163+6 1.01  0.000503 0.00316 0.000502

2 16214 1.00 0.000502 0.00315 0.000502
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kp(nymd’ (5.11)

Am) = 2

Y substituyendo (5.3) en (5.10), calcular el valor de m:

27zl

FEPU..... - F (5.10)
k,(n)d’N"

Para finalmente, calcular la viscosidad de proceso de los caldos utilizando la ec. (6)
de Brito y col., (1998):

_ mk,(n)N"™" (5.12)
e ——k,,

El analisis de la propuesta de Brito y col., (1998), arroja como resultados importantes
que el incorporar el valor de 2z a la constante A(n) puede tener efectos significativos
sobre los calculos posteriores que involucran el valor de esta constante. Por lo que,
se recomierida utilizar (5.7 1) para, posteriormente, estimar la viscosidad efectivé
mediante (5.12). Por otra parte, el que se tenga una coincidencia casi exacta del
valor de A(n) obtenido directamente de los datos brutos, T contra N, y del valor
calculado utilizando la ec. (5.10), indica que es valido usar la funcién (5.2) con el

sensor utilizado en el presente trabajo.

Hasta este punto, no se contaba con evidencia experimental que indicara que la
funcién (5.2), también es valida para fluidos no newtonianos dilatantes. Por lo que
suponiendo que es valido utilizarla para estimar la viscosidad de proceso (7.) de
este tipo de fluidos, se obtuvieron las curvas de flujo para los mismos datos

analizados previamente utilizando el método de Metzner y Otto (1957).

5.9.2.2.2 Curvas de flujo de los caldos de fermentacion de T. longibrachiatum

Al estimar la viscosidad de los caldos de fermentacion mediante la modificacion

propuesta (ecs. 5.70 y 5.71), se observa una coincidencia exacta e tre las curvas de
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flujo asi obtenidas (figs. 5.24 y 5.25 para sales Volgel y EL-1, respectivamente), y las
curvas de flujo obtenidas mediante el método clasico de Metzner y Otto (figs. 5.22 y
5.23). Estos resultados indican que la funcién (5.2), desarrollada a partir del analisis
de fluidos newtonianos y pseudoplasticos, es valida también para fluidos dilatantes;
al menos, en el rango de n donde se situaron los caldos de fermentacién (n entre1.12
y 1.75).

Ya con esta evidencia de que la funciéon (5.2) también es valida para estimar
viscosidadés de proceso de fluidos dilatantes, se procedié a utilizar la funcién (5.7)
para calcular la velocidad de deformacién efectiva (y.) resultante sobre los caldos de
fermentacion (figs. 5.26 y 5.27 para sales Volgel y EL-1, respectivamente). La Unica
suposicion que se hizo al estimar la 3, es que las funciones (5.1) y (5.2), que se
obtuvieron del analisis de fluidos homogéneos, se pueden utilizar para el analisis de
fluidos heterogéneos.

Los valores de ks(n) que se obtuvieron se muestran en la tabla 5.6. Estos valores se
encuentrén muy cercanos a los valores de ks que se utilizan normalmente para este
tipo de impulsores [25 < ks < 30, (Brito y col., 1998)]; y difieren del valor de ks = 14,
utilizado por Brito y col. (1998), con fluidos altamente pseudoplasticos (n = 0.12). Al
contrario de lo obserado for Nienow y Elson (1998), los resultados obtenidos en
este trabajo sugieren que el comportamiento dilatante no tiene un efecto muy

drastico sobre el valor de ks.

Finalmente, se muestra una comparacion entre los datos crudos, T contra N,
obtenidos con el sensor helicoidal y con un sistema de cono y plato (fig. 5.28). La
sefal que se obtuvo con la geometria convencional (cono y plato), fue inestable a
valocidades bajas y se estabilizd gradualmente conforme se fue incrementando la
velocidad. La inestabilidad de la sefal en el redmetro puede atribuirse a
interacciones de los pellets con el espacio libre entre el cono y el plato. En contraste,
la sefial que se obtuvo con el sensor helicoidal fue estable en el rango de

velocidades analizadas, y a lo largo de toda la fermentz :ion (fig. 5.28).
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Figura 5.24. Curvas de flujo de los caldos de fermentacion de T. longibrachiatum IMI
061758 en sales Volgel con: (a) glucosa, y (b) xilano como fuente de carbono. Las curvas
se obtuvieron a partir de los datos brutos, T contra N, obtenidos con un reémetro rotacional
(Haake RV20-MS5) modificado con un sensor helicoidal, utilizando una modificacion del
método de Brito y col., (1998). Los puntos en la grafica representan la media aritmética de
tres repeticiones. Coeficiente de variacion < 10%.
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Figura 5.25. Curvas de flujo de los caldos de fermmentacion de T. longibrachiatum M|
061758 en EL-1 con: (a) glucosa, y (b) xilano como fuente de carbono. Las curvas se
obtuvieron a partir de los datos brutos, T contra N, obtenidos con un reémetro rotacional
(Haake RV20-M5) modificado con un sensor helicoidal, utilizando una modificacion del
método de Brito y col., (1998). Los puntos en la grafica representan la media aritmética de
tres repeticiones. Coeficiente de variacion < 10%.
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Figura 5.26. Viscosidad de proceso (7e) contra velocidad efectiva de deformacion () de
los caldos de fermentacion de T. longibrachiatum IMI 061758 en sales Volgel con: (a)

glucosa, y (b) xilano como fuente de carbono. La y se obtuvo utilizando el método de Brito
y col., (1998).
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Figura 5.27. Viscosidad de proceso (7) contra velocidad efectiva de deformacion (y) de
los caldos de fermentacion de T. longibrachiatum IMI 061758 en EL-1 con: (a) glucosa, y (b)

xilano como fuente de carbono. La y se obtuvo utilizando el método de Brito y col., (1998).
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Tabla 5.6. Valores de la funcién kg(n) calculados de acuerdo a la ec.
(5.1). Los datos en la tabla representan la media aritmética de tres
repeticiones. Coeficiente de variaciéon < 10%.

Sales Volgel EL-1
Indice de flujo (n)’ indice de flujo (n)®
~ Glucosa  Xilano ~  Glucosa  Xilano
0 il 1 T 1
1 1.58 1.43 ik 1°
2 1.49 1.38 1.59 1.14
3 1.65 1.865 1.4 1.12
4 1.65 1.55 1.39 1.46
B 186 ' 1.31 1.39 1.75
ks(n) ks(n)
Glucosa Xilano Glucosa Xilano
0 N.C.° N.C. 'N.C. N.C.
1 23.21 23.07 N.C. N.C.
2 23.13 23.01 23.22 22.68
3 23.27 23.19 23.03 22.65
& 23.27 23.19 23.02 23.10
5 23.27 22.93 23.02 23.35

? El indice de flujo se estim6 a partir de los datos brutos, T contra N, obtenidos del
reémetro rotacional Haake.

® Caldos sin crecimiento.

® No Calculado.
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Figura 5.28. Datos crudos del reémetro, torque (T) y velocidad rotacional (N), para los
caldos de fermentacion de 7. longibrachiatum IMI 061758. Con la geometria de cono y
plato, se muestra la curva de un experimento preliminar en sales Volgel con glucosa (0.55
mM) como fuente de carbono, a los tres dias de fermentacion. Con el sensor helicoidal, se
muestran las curvas de los caldos en EL-1 con glucosa (55.5 mM) como fuente de carbono.
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En el rango de velocidades donde los datos son comparables, se observa que las
lecturas obtenidas con el sensor helicoidal son mayores a las que se obtienen con la
geometria convencional (fig. 5.28). Estas lecturas pueden atribuirse a una mejor
homogeneizacion de los caldos de fermentacion. Otros investigadores también han
observado la misma tendencia al utilizar dispositivos de mezclado para la estimacion
de viscosidades de proceso de suspensiones (Jomha y col., 1990; Brito y col., 1998).

5.9.3 Puntos destacables y resumen

Independientemente del medio y de la fuente de carbono, en la ventana de
velocidades de deformacién analizada, una vez que aparece la biomasa los caldos
de fermentacién se comportaron como fluidos dilatantes (n entre 1.12 y 1.75). Debido
a que soluciones, con concentraciones tan altas como 1000 pg/ml, de una xilanasa
comercial no mostraron desviaciones del comportamiento newtoniano, el

comportamiento de los caldos de fermentacion se atribuyo al crecimiento del hongo.

Una vez que se da el crecimiento y que los caldos se comportan como fluidos
dilatantes, el indice de flujo de los caldos resulto ser practicamente independiente del
tiempo y del crecimiento. El sensor helicoidal no pudo ser utilizado para estimar la
viscosidad de proceso de las soluciones de xilanasa ni de los medios sin crecimiento,
debido probablemente a la baja viscosidad de dichas soluciones. En su lugar, se

utilizé una geometria convencional de cilindros concéntricos (Haake, MV-DIN).

Al estimar la viscosidad de proceso de los caldos de fermentacion mediante el
método de Metzner y Otto (1957), se encontré que la viscosidad de los caldos fue
independiente de la concentracion de biomasa y del tiempo en todos los medios con
excepcion de uno: EL-1 con glucosa como fuente de carbono. En este ultimo medio,
la viscosidad de los caldos se relacion6 directamente a la concentracién de biomasa.
Esta diferencia en el comportamiento de la viscosidad se atribuyd al grado de

crecimiento alcanzado por el hongo.




En base al analisis de los datos brutos, T contra N, obtenidos de la deformacién
controlada de glicerol, se propone una modificacién (ecs. 5.70 y 5.71), al método de
Brito y col., (1998). Al estimar la viscosidad de proceso de los caldos mediante esta
modificacion, se obtiene una coincidencia exacta con los valores de viscosidad de
proceso obtenidos mediante el método de Metzner y Otto. Con esta evidencia
experimental que validé el uso de las funciones (5.7) y (5.2), se calculd la velocidad
de deformacion efectiva resultante sobre los caldos de fermentacion. Los valores
obtenidos de ks(n) fueron practicamente independientes del indice de flujo de los

caldos de fermentacion (tabla 5.6).
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6.1 Conclusiones

Cuando Trichoderma longibrachiatum IMI 0617568 crece en un medio con glucosa,
la produccion de xilanasas parece ser parte de la respuesta del hongo al estrés
ocasionado por el agotamiento de un substrato asimilable. Se tiene evidencia parcial
de que cuando el hongo crece en xilano, se obtiene una sintesis acelerada de
xilanasas. Por lo que, aparentemente la produccion de xilanasas en Trichoderma
longibrachiatum IMI 061758 es inductiva.

La secrecion de proteinas se asocié directamente con el desarrollo, por lo que si se
desea obtener una mayor produccion de xilanasas es deseable proporcionar al
hongo condiciones que favorezcan su crecimiento. Aparentemente, T.
longibrachiatum IMI 061758 tiene la capacidad de generar energia a partir de

compuestos inorganicos reducidos.

En la ventana de velocidades de deformacion analizada, los caldos de fermentacién
se comportan como. fluidos no newtonianos inelasticos dilatantes. Este
comportamiento reolégico depende de la de biomasa. Una vez que aparece la
biomasa, en todos Ios' medios la viscosidad de los caldos resultd independiente del
tiempo y del desarrollo alcanzado por T. longibrachiatum IMI 061758, con excepcion
del medio EL-1 con glucosa: en este medio la viscosidad de los caldos fue
directamente proporcional a la concentracion de biomasa. Este comportamiento
diferente se debe al grado de desarrollo alcanzado por el hongo en este medio.

6.2 Principales aportes del trabajo

Los principales aportes del presente trabajo son: el disefio de un medio,

relativamente simple que se puede esterilizar en autoclave, para la produccicn de

xilanasas de T. longibrachiatum IMI 061758. Y la validacién de un método para
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estimar la viscosidad de suspensiones sedimentables, incluidos caldos de

fermentacion.

6.3 Recomendaciones para trabajos futuros

Se recomienda caracterizar y purificar las xilanasas producidas por Trichoderma
longibrachiatum IMI 061758. Continuar las fermentaciones en un reactor pequefo, a
escala laboratorio, donde se estudie la produccién de xilanasas en funcion de la
velocidad de aireacion, del sistema impulsor, la velocidad de agitacion y sus posibles
correlaciones. Se recomienda también estudiar el comportamiento reoldgico de los
caldos de fermentacion in situ, acoplando un torquimetro de precision al sistema
impulsor. De esta manera, se tendra una base mas sélida que permitira establecer la

produccién de xilanasas de Trichoderma longibrachiatum IMI 061758 a gran escala.
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A.1 Curvas de calibracion de xilosa con las variantes a y b del
reactivo de Sinner y Puls (1978)
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Figura A.1. Curvas de calibracion de D-(+)-xilosa en una solucion amortiguadora de
acetatos-HCI (50mM, pH 4.5) con las variantes (a) y (b) del reactivo de Sinner y Puls
(1978). La absorbencia de las muestras se leyd en un espectofotémetro UV-Vis Perkin
Elmer Lambda 2S a 560 nm, por triplicado.
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A.2 Curva de calibracion de BSA con el reactivo de Bio-Rad
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Figura A.2. Curva de calibracion de BSA en solucion salina con el reactivo de Bio-Rad. Las
absorbencia de las muestras se leyé en un espectofotémetro UV-Vis Perkin Elmer Lambda 2S
a 596 nm, por triplicado. Limite de deteccion: 1.5 ug/mi.
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A.3 Calibracion del reometro Haake RV20-M5 modificado con un

sensor helicoidal

El primer paso en la caracterizacion del sistema, fue determinar cuales eran los
factores de forma a utilizar. Para esto, se corrieron experimentos con glicerol, un
fluido newtoniano, y se compararon los resultados obtenidos con el sensor helicoidal
y con un sistema de cilindros concéntricos, MV-DIN (Haake), de diametro semejante
(duv.oin = 0.0387 m), al diametro equivalente del sensor helicoidal (de = 0.0361 m).
Los datos de la deformacion controlada del glicerol se registraron como porcentaje
de velocidad de deformacion (%D), y como porcentaje de esfuerzo (%7). Los
ensayos se realizaron a 30 + 0.5 °C, por triplicado. Se evalu6 el comportamiento del
glicerol a las siguientes velocidades: 5, 8, 14, 23, 40, 65, 107, 180, 300 y 500 rpm, se
tomaron al menos 20 lecturas en cada uno de los pasos.

Los valores de %D y %7, se transformaron a velocidad rotacional (N, en rps) y torqué
(T, en N-m) uﬁiizando las ecuaciones (4.3) y (4.4), respectivamente. La potencia
consumida (P) y el numero de potencia (Ng) se calcularon utilizando las ecuaciones
(4.5) y (4.6), respectivamente. El nimero adimensional de Reynolds (R.) se definio

como:

R = (A1)

Donde: d, es el diametro equivalente del sensor helicoidal (m); p, es la densidad del
fluido analizado (kg-m™); y x4, es la viscosidad newtoniana (x = 0.40+0.01 Pa-s). La

viscosidad del glicerol se determiné utilizando el sistema de cilindros concéntricos
(MV-DIN, Haake).

Cuando se utilizan dispositivos de mezclado para estimar viscosidades de proceso,
es importente tomar en cuenta que la potencia consumida es directamente

proporcional a la velocidad de agitacion s6lo en régimen de flujo laminar
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(normalmente R. < 10). En régimen de flujo laminar, cuando se grafica en

coordenadas logaritmicas el Np contra el R. se obtiene una recta con pendiente igual
a —1. Por lo tanto, se procedié a graficar en coordenadas logaritmicas los numeros
adimensionales, Np y R,, obtenidos de la deformacion del glicerol con el sensor
helicoidal (fig. A.3)

Se obtuvo una pendiente igual a —0.99+0.01, adn cuando el R, maximo registrado fue
de 33 (fig. A.3). Con base en estos resultados, se puede afirmar que en todo
momento se trabajo bajo régimen de flujo laminar. Para fluidos newtonianos en estas

condiciones, se cumple la siguiente relacion:

N, = kPRe_l (A.2)

Donde: kp, es una constante adimensional que es igual al producto de Np por R.. El
.valor de kp, 0 constante de potencia, depende de la geometria utilizada y de las
propiedades reoldgicas del fluido en estudio. Substituyendo los valores de Np y Re €n
(A.2), se obtiene el valor de la ke newtoniana del sistema que se- utilizo en este
trabajo: kp = 162.79+0.77. Este valor de kp no presenfa d.iferenc'ias significativas con
el valor observado de kp = 162.55+1.54, para un sistema similar acoplado a un
reémetro Haake RV20-CV100 (Brito y col., 1998).

Una vez hecho lo anterior, se procedi® a estimar los factores de forma
adimensionales para el sensor helicoidal. Para esto, los valores de %D y %7, se
transformaron a velocidad de deformacion (7 en s™) y esfuerzo cortante (7, en Pa)

utilizando los factores de forma del sistema de cilindros concéntricos:

7 =M -%D=6.45-%D (A.3)
7=A-%7r=3.01-%7 (A.4)

Los valores obtenidos se compararon contra las lecturas obtenidas con el sistema de

cilindros concéntricos, observandd se que los valores de 7 obtenidos con el sensor
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Impulsor helicoidal
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Figura A.3. Curva de potencia newtoniana del impulsor helicoidal. El fluido analizado es glicerol a
30+0.5 °C. Los puntos en la grafica representan la media aritmética de tres réplicas. Coeficiente
de variacion < 5%.
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helicoidal, diferian de los obtenidos con los cilindros por un factor de 10. Por lo

que, se hizo la correccion correspondiente a la ec. (A.4), quedando como sigue:

t=A-%r=30.1-%7 (A.5)

Suponiendo que el impulsor helicoidal se comporta aproximadamente como un
cilindro sélido con un diametro igual a su diametro equivalente, y que la velocidad de
deformacién promedio en las proximidades del impulsor es igual a la velocidad de
deformacién producida por los cilindros concéntricos, se procedi®é a calcular
nuevamente el valor de . utilizando la ec. [A.3], (fig. A.4). Como se observa en la
figura A.4, no hay diferencias significativas entre la viscosidades newtonianas

obtenidas con el sistema convencional y con el sensor helicoidal.
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Figura A.4. Calibracién del reémetro Haake RV20-M5, modificado con un sensor helicoidal. Se
presenta los resultados obtenidos de la deformacién de glicerol a 30 + 0.5 °C, con los factores de
forma corregidos [ecs. (A.3) y (A.5)]; y se comparan contra las lecturas de un sistema de cilindros

concéntricos (MV-DIN, Haake). El valor de la viscosidad newtoniana (¢, en Pa-s), es igual al valor
de la pendiente de la recta que se obtiene mediante una regresion lineal de los datos obtenidos en

el reémetro. R > 0.99. Los puntos en la grafica representan la media del comportamiento de tres
réplicas. Coeficiente de variacion para ambos sistemas < 5%.
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