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Resumen

Resumen

La agricultura depende importantemente de los pesticidas quimicos para el control de plagas y
enfermedades. El uso indiscriminado de ellos ha ocasionado dafios a la salud y al ambiente, por
lo que se han buscado alternativas para reducir o eliminar las dosis requeridas de los pesticidas.
Fl control bioldgico es una alternativa con potencial. Los hongos del género Trichoderma estén
clasificados entre los agentes de control biologico mas potentes debido al amplio espectro
antagonista que presentan. Ademas, presentan la ventaja de estimular el crecimiento de algunas
plantas. Para la aplicacién de hongos como agentes de biocontrol, se ha estudiado el uso de
esporas, micelio o ambos. I.as esporas han sido las mas utilizadas debido a su facil produccién y
manejo. Con Trichoderma, la aplicacion del micelio presenta claras ventajas sobre las esporas: el
micelio es el que efectiia el micoparasitismo, principal mecanismo antagonista de Trichoderma,
presenta una menor dependencia de Ia adicion de nutrientes exdgenos y de la humedad para su
crecimiento en suelo; y es menos sensible a la fungitasis. De lo anterior, destaca la importancia
de desarrollar un proceso para la produccién masiva de micelio viable de Trichoderma para su
uso como agente de control biolégico.

El objetivo del presente trabajo fue el evaluar el efecto de algunos factores nutricionales y de
proceso sobre la produccion de micelio y la viabilidad de Trichoderma harzianum cultivado en
biorreactores de 14 L.

En hongos filamentosos, la determinacién de la viabilidad es compleja debido a la también
compleja estructura micelial (pluricelular) que presentan. En este trabajo se montd y validé una
técnica basada en tinciones fluorescentes (utilizando diacetato de fluoresceina) y en el anélisis de
iméagenes para la cuantificacién de la viabilidad del micelio generado en cultivo sumergido. Se
demostré una correlacion enire la velocidad de crecimiento del hongo y el area tefiida con FDA
(= 0.96). La técnica propuesta es una herramienta répida y confiable, en relacién a las
metodologias comunmente utilizadas para cultivos miceliales. Mediante ésta, es posible
cuantificar la concentracion de biomasa viable generada en el cultivo sumergido de Trichoderma
harzianum.

Mediante un disefio factorial se evalud el efecto del pH (3 y 5.6), la concentracién de sulfato de
amonio (0.94 y 5.6 g/L) y la adicidén de extracto de levadura (0 y 1.5 g/L) sobre la concentracién
de biomasa, la velocidad del crecimiento y Ia productividad del proceso del hongo cultivado en
biorreactores de 14 L. El anlisis de varianza del factorial demostré que el extracto de levadura y
el pH son los factores que méas impacto tienen sobre las respuestas evaluadas. En ésta primera
etapa se obtuvieron 9.2 g/l. de biomasa en 96 horas de cultivo, con una productividad de 95 mg
de biomasa/L-h y un rendimiento (Zuiomasa producida’Bsustrato consumido) del 42.8 %. Sin embargo, el
proceso presentd limitaciones en la fuente de nitrégeno (proporcionada como sulfato de amonio),
en el mezclado y en el oxigeno disuelto del caldo de fermentacion. Para superar estas
limitaciones se realizaron adiciones intermitentes de hidréxido de amonio al caldo de cultivo, una
adicién de glucosa, se utilizé un difusor de anillo y se emplearon turbinas de mayor didmetro.
Con estos cambios se obtuvieron hasta 13 g/ de biomasa, con una productividad de 154.7 mg de
biomasa/Lh, y un rendimiento del 39.3% (Zhiomasa producida Esustrato consumido)- LOS resultados sugieren
posibles efectos inhibitorios del ion amonio sobre el crecimiento del hongo y la posible influencia
del CO; sobre la esporulacién del hongo.

Se logré obtener hasta 8 g/l de biomasa micelial viable de Trichoderma harzianum en 84 horas
de cultivo. Este resultado es importante y significativo dado que se refiere a biomasa micelial util
(viable) para su uso en control bioldgico.



Introduccion

Capitulo 1

Introduccion

En la actualidad, el control de plagas y enfermedades en la agricultura depende en gran medida
de los pesticidas quimicos. Sin embargo, el control de las enfermedades y plagas ha sido
insuficiente debido a la resistencia que se ha inducido en los fitopatégenos, ademas de los efectos
nocivos que su uso ocasiona (contaminacién del ambiente y dafios a la salud). El control
biologico de plagas o enfermedades es una alternativa interesante al control quimico ya que
involucra el uso de un microorganismo o de microorganismos cuya actividad bioldgica
antagoniza el desarrollo de la plaga o enfermedad en la planta. Debido a este antagonismo se
logra reducir o eliminar la incidencia de la plaga o enfermedad. Por ello, el control bioldgico

representa una alternativa con potencial para el control de depredadores o infecciones en plantas.

Los hongos del género Trichoderma se clasifican entre los agentes de control bioldgico (ACB)
mas potentes. Son eficaces conira una gran variedad de fitopatogenos de diferentes cultivos de
interés comercial como fresa, papa, jitomate, cebolla, ajo, trigo (Chet, 1987), algoddn, uva,
lechuga, chicharo, ciruela, manzana, zanahoria y maiz (Hjelijord y Tronsmo, 1998). Ademas,
inducen e incrementan la respuesta al crecimiento de varias especies de vegetales y plantas de
ornato (Chet, 1987). Trichoderma es también uno de los pocos ACB que presentan la capacidad
de degradar los esclerocios -cuerpos de gran resistencia y longevidad- producidos por
microorganismos como Sclerotium rolfsii (Elad et al, 1984). En México, se han presentado
graves pérdidas en el cultivo del ajo por la infeccion de microorganismos como Sclerotium
cepivorum, que producen la enfermedad denominada “pudricion blanca”. La incidencia de la
enfermedad esta relacionada con la capacidad de S. cepivorum de producir los esclerocios que
presentan una muy alta resistencia al ataque microbiano y pueden sobrevivir por largos periodos
de tiempo en el suelo (Benhamou y Chet, 1996). Los agentes quimicos han resultado
insuficientes y su uso se ha limitado también por la dificultad de eliminar o degradar los

quimicos del suelo (Whipps y Budge, 1990).



Introduccion

En la aplicacién de Trichoderma como ACB, se ha estudiado el uso de esporas, micelio o
mezclas de ambos. Las esporas han sido las mas utilizadas debido, probablemente, a su facil
produccidén y manejo. Sin embargo, se ha demostrado que la forma micelial presenta ventajas

importantes que hacen mas eficiente su uso en suelo. Estas incluyen:

a) el micelio es el que efectia el micoparasitismo, principal mecanismo antagonista de
Trichoderma. El parasitismo de Trichoderma es destructivo, causando la muerte del
hongo huesped (Chet et al, 1998)*.

b) presenta una menor dependencia de la adicidn de nutrientes exégenos y de la actividad de
agua para su crecimiento (la germinacion de las esporas requiere una alta disponibilidad
de agua)

¢) es menos sensible a la fungitasis, consecuentemente, es capaz de colonizar rapidamente

el suelo, incrementando su densidad de poblacién

En pruebas de laboratorio, invernadero y campo, el micelio de diferentes cepas de Trichoderma
ha mostrado efectividad como agente de control bioldgico. Para la aplicacién comercial de éste
hongo, con este fin, es necesaria su produccién masiva, siendo la fermentacién Hquida, en
biorrectores, el sistema mas apropiade y donde resulta importante caracterizar los pardmetros

relevantes del proceso.

Existen diversos reportes sobre el cultivo sumergido de Trichoderma spp. El hongo se ha
utilizado para la produccién de enzimas como celulasas y xilanasas (Lejeune y Baron, 1995),
compuestos de aroma como 6-pentil-a-pirona (Serrano-Carreén et al, 1992) y y-decalactona
(Serrano-Carredn ef al, 1997) y la aplicacion de la biomasa misma para control biologico (Lewis
y Papavizas, 1984). En el cultivo de este hongo para la producciéon de biomasa y/o de un
determinado metabolito de interés, se han evaluado diferentes aspectos del proceso como la
contposicion del medio de cultivo (Jackson et al, 1991a; Lejeune y Baron, 1995; Marten et al,
1996), el oxigeno disuelto (Marten ef a/, 1996), la agitacién (Lejeune y Baron, 1995; Felse y
Panda, 2000), diferentes geometrias de impulsores (Godoy-Silva ef al, 1997), combinacidn
impulsor-difusor (Rocha-Valadez et al, 2000). Sin embargo, la viabilidad del microorganismo no
se ha evaluado especifica y rigurosamente, a pesar de la fundamental importancia que presenta en

cualquier proceso.

*En la literatura, tradicionalmente se ha aplicado el término micoparasitismo al antagonismo destructivo de Trichoderma. Sin
embargo, dado el efecto destructivo que ejerce, este micoparasitismo bien podria definirse como un micoantagonismo o bien una
micodepredacion. Para utilizar los mismos términos, en este trabajo utilizaremos el término micoparasitismo.

3



Introduccion

En el area del control biologico, la determinacion de la viabilidad del antagonista adquiere
especial interés. En el caso de Trichoderma spp., se ha demostrado que uno de los principales
mecanismos de antagonismo es el micoparasitismo, por lo que una alta viabilidad del mismo es
una caracteristica indispensable. Sin embargo, en hongos filamentosos, la determinacion de la
viabilidad es compleja debido a la también compleja estructura micelial (pluricelular) que
presentan. En ellos, existe una amplia distribucién de edades celulares (a diferencia de lo que
ocurre con organismos unicelulares) debido a que el crecimiento se localiza en las puntas de la
hifa. Por ello, desde etapas tempranas del culiivo, se presentan diferentes grados de

diferenciacion celular.

El caldo de fermentacién de Trichoderma desarrolla caracteristicas no—Newtonianas como
consecuencia del crecimiento micelial. Por ello, frecuentemente se presentan deficiencias en el
mezclado y consecuentemente en la transferencia de masa y calor del proceso. El incremento en
la agitacién y el uso de diferentes impulsores es una forma comunmente utilizada para el
mejoramiento del proceso. Sin embargo, debe considerarse que cada microorganismo presenta
un umbral de toleracia al estrés mecanico y depende de la resistencia de las hifas a éste estrés
mecanico. Bl excederse en éste nivel de toleracia puede provocar efectos adversos a las células,
gue a au vez ocasionen un detrimento en la productividad del proceso. Por ello, resulta
indispensable establecer las condiciones de agitacién 6ptimas para cada microorganismo y/o

metabolito de interés (Justen et al, 1996).

El objetivo principal de éste trabajo fue estudiar el efecto de factores nutricionales y de proceso
sobre el crecimiento y la viabilidad de Trichoderma harzianum cultivado en biorreactores de 14
L. Para lograr lo anterior, fue necesario en primer término desarrollar una metodologia confiable

para cuantificar la viabilidad del hongo.



Antecedentes

Capitulo II
Antecedentes

Fl uso indiscriminado de los pesticidas quimicos en la agricultura ha ocasionado la
contaminacién de los suelos y de los mantos freaticos. Ademas, la variabilidad genética de los
fitopatogenos es tal, que eventualmente surgen cepas resistentes, por lo que se deben incrementar
las dosis de los pesticidas requeridos. Sin embargo, a pesar de este incremento, se sabe que, a
nivel mundial, mas del 50 % de la produccién agricola se pierde debido a plagas ylo
enfermedades {Van Loon, 2000). La mayoria de estas enfermedades son producidas por hongos
(Pelczar et al, 1982). Una estrategia para abatir estas pérdidas ha sido el desarrollo de nuevos
fungicidas. Sin embargo los efectos a la salud son alarmantes. En la ultima década, en 38 estados
de los Estados Unidos se ha detectado la presencia de 70 pesticidas en muestras de agua de
desecho. Entre los pesticidas encontrados se incluyen fumigantes de suelo. Un estudio publicado
por la agencia de proteccion al ambiente de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés)
sefiald que tan sdlo en los Estados Unidos, de 3000 a 6000 casos anuales de céncer son inducidos
por residuos de pesticidas en alimentos y de entre 50 y 100 casos anuales son inducidos por la

exposicion a los pesticidas durante su aplicacion (Herrera-Estrella y Chet, 1998).

Los dafios ocasionados a la salud han promovido la biisqueda y desarrollo de nuevas estrategias
para el control de plagas y enfermedades, con los cuales se reduzcan o eliminen las dosis de
pesticidas quimicos requeridos. En este sentido, el control biolégico es una alternativa de gran
potenciél para reducir el dafio causado por los patégenos de plantas (Herrera-Estrella y Chet,
1998).

El control biolégico es el uso de organismos vivos como agentes de control de plagas y
enfermedades (Thomas y Wills, 1998). Involucra el uso de un microorganismo o de
microorganismos cuya actividad biolégica antagoniza el desarrollo de la plaga o enfermedad en
la planta. Debido a este antagonismo se logra reducir o eliminar la incidencia de la plaga o

infeccion. Independientemente de la actividad antagonista, un agente de control biologico
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efectivo implica la capacidad del agente de sobrevivir en el hébitat donde es aplicado (Elad y
Shtienberg, 1995).

2.1 Cepas del género Trichoderma como agentes de control biolégico

Las cepas del género de Trichoderma se han clasificado como los agentes de control bioldgico
mas potentes debido a que retinen varias caracteristicas especialmente importantes. Por un lado,
se encuentra el alto grado de adaptacion ecoldgica que presentan y que se refleja en el hecho de
que estos hongos son comunes en suelos de todo el mundo, manteniéndose bajo diferentes
condiciones ambientales y diferentes nutrientes (Hjeljord y Tronsmo, 1998). Ademas, para su
producciéon masiva en condiciones in vitro presentan la facilidad de cultivarse sobre diferentes

sustratos de bajo costo (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

Gran parte del potencial de las cepas del género Trichoderma radica en el hecho de que presentan
un gran espectro de antagonismo ya que son capaces de atacar una gran variedad de fitopatdgenos
como Rhizoctonia, Pythium, Fusarium, Botrytis, Sclerotinia, Phytophtora, que infectan cultivos
de interés comercial como maiz, algoddén, uva, lechuga, cebolla, chicharo, ciruela, manzana,
zanahoria, pepino, tomate, frijol, trigo, rébano. Los ftrabajos de Chet (1987), de Hjeljord vy
Tronsmo (1998) y de Chet et al (1998) incluyen una revision sobre el espectro antagonista de
Trichoderma. Entre los fitopatégenos que antagoniza Trichoderma, existen algunos de especial
importancia, por un lado, por el amplio espectro patogénico que presentan y por el otro, por Ia
resistencia que han generado a los fungicidas quimicos. Por ejemplo, Botrytis cinerea causa
severas pérdidas en cosechas de frutas (uva, manzana y fresa), vegetales (tomate, berenjena,
pimiento, pepino) y plantas ornamentales. El control quimico ha sido muy utilizado para reducir
los dafios de éste patégeno; sin embargo, las aplicaciones repetidas de fungicidas potentes como
el benzimidazol y dicarboximidas, han generado la resistencia del patdgeno (Elad y Shtienberg,
1995). Un metodo alternativo para el control de B. cinerea es por medio de Agentes de Control
Bioldgico (ACB). Se ha reportado el control de B. cinerea por Trichoderma harzianum (Elad y
Shtienberg, 1995).

Trichoderma ha demostrado efectividad para controlar hongos patégenos que forman esclerocios

(Inbar et al, 1996). Los esclerocios -cuerpos de resistencia de gran dureza y longevidad-, tienen
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una muy alta resistencia al ataque microbiano (Benhamou y Chet, 1996), y son caracteristicos de
microorganimos del género Selerotium y Esclerotinia. Los suelos contaminados por esclerocios
son dificilmente explotables agrondmicamente. Los microorganismos que producen esclerocios
se distinguen por el amplio espectro de patogenicidad que presentan hacia diferentes cultivos. El
hongo Sclerotinia sclerotiorum infecta 361 especies de 225 géneros que incluyen cultivos
importantes como frijol, chicharo, lechuga, cacahuate, jitomate, apio y girasol (Whipps y Budge,
1990). Sclerotium rolfsii es considerado como uno de los patégenos més ampliamente distribuido
y destructivo de varios cultivos econdmicamente importantes. Infecta alrededor de 500 especies
de plantas (Mukherjee y Raghu, 1997). El control quimico de la enfermedad causada por
patogenos de este género ha resultado insuficiente debido a que los esclerocios tienen una fuerte
resistencia a la degradacién quimica. El uso de quimicos se ha limitado también por ia dificultad
de eliminar o degradar los quimicos del suelo (Whipps y Budge, 1990), asi como por su alto
costo (Inbar et al, 1996). Se ha observado que al aplicar Trichoderma en el suelo, se reduce la
densidad de poblacion de Sclerotium rolfsii (Benhamou y Chet, 1996). S. rolfsii, se caracteriza
también por infecciones que ocasiona en efapas de postcosecha (almaoeﬁamiento y iransito) de
vegetales y frutas. En éste caso, los fungicidas quimicos no son aplicables debido a los dafios a la
salud, provocados por los residuos de los pesticidas en los productos. La aplicacién de ACB es
una alternativa viable para evitar infecciones en éstas etapas. El trabajo reportado por Mukherjee
y Raghu (1997) muestra el potencial de Trichoderma en la inhibicion de S. rolfsii para evitar

infecciones en vegetales y frutas en la postcosecha.
2.2 Trichoderma harzianum y su interaccién con hongos fitopatogenos

La actividad antagonista de las especies de TIrichoderma hacia hongos fitopatdgenos fue
reportada por primera vez en 1932 (Weindling, 1932). Sin embargo, sélo hasta hace poco, con el
creciente interés del uso de sistemas de control biolégico (relacionado con aspectos ecologicos y
econdmicos) ha permitido el desarrollo de estudios relacionados con la biologia de la interaccion
Trichoderma-huésped. Existes diferentes mecanismos implicados en el antagonismo de las cepas
de Trichoderma hacia hongos filopatégenos. En general, son principalmente ftres:

micoparasitismo, antibiosis y competencia por nutrientes.
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El micoparasitismo es el ataque directo de un hongo sobre otro y es uno de los mecanismos
principales de las interacciones antagonistas entre microorganismos (Chet, 1987). El parasitismo
de Trichoderma es destructivo, causando la muerte del hongo huésped (Chet et al, 1998).
Trichoderma puede detectar a distancia a su huésped e iniciar un crecimiento focalizado hacia el
hongo fitopatdgeno (Goldman ef al, 1994). Las bases bioquimicas de éste fendmeno atin no han
sido bien establecidas, pero se especula que éste crecimiento focalizado es inducido por
gradientes nutricionales provocados por el hospedero (Chet, 1987). Algunas cepas de
Trichoderma, ademas de crecer en forma focalizada, producen antibidticos volatiles gue inhiben
y, probablemente, predisponen a las hifas del hospedero para la infeccidn, atn antes de que exista
contacto fisico entre los microorganismos. Después del reconocimiento del hospedero, el micelio
de Trichoderma se adhiere al mismo y crece alrededor de sus hifas (Benhamou y Chet, 1996). El
micelio de Trichoderma produce cuerpos de adhesion tipo apresorio y comienza a segregar
proteasas, quitinasas y f-glucanasas, con lo cual penetra dentro del hospedero y, finalmente, lo

colapsa y mata (Chet ef al, 1981).

Los efectos letales producidos durante el proceso micoparasitico es la forma principal en que
Trichoderma efectiia el control de las enfermedades en plantas. Otro hecho interesante es que
tanto las enzimas liticas, como algunos antibidticos volatiles (Schimbock et al, 1994; Cooney and
Lauren, 1998) son sobreproducidos en presencia de paredes celulares del fitopatégeno. De hecho,
las proteasas, quitinasas y B-glucanasas son inducidas durante la interaccién parasitica de
Trichoderma y poca o nula expresion genética se presenta cuando Trichoderma crece sin la
presencia del patégeno (Carsolio et al, 1994; Flores et al, 1997) Por ejemplo, se han reportado
altos niveles de expresion del gen prbl —que codifica para una proteinasa- durante la interaccion
de T. harzianum con R. solani (Flores et al, 1997) y del gen ech —42, que codifica para una
quitinasa (Carsolio et af, 1994). Estas evidencias permiten afirmar que las condiciones
indispensables para el uso eficaz de Trichoderma como agente de control bioldgico es el contar
con una cepa micoparasitica formulada y acondicionada de tal forma que pueda crecer (esto es, se

encuentre viable) una vez inoculada en el suelo.
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2.3 Trichoderma como estimulador del crecimiento en plantas

Las cepas de Trichoderma presentan también actividad de estimulacién de crecimiento en plantas
(Altomare ef al, 1999). Este fendmeno puede atribuirse al biocontrol de patdgenos menores en la
rizosfera con lo que se mejora el consumo de nutrientes, libera nutrientes desde el suelo y
estimula la -produccién de hormonas, lo gue podria explicar —parciatmente-, el incremento del
crecimiento de las plantas en las que se aplicé Trichoderma (Yedidia et af, 1999). Por otra parte,
Trichoderma solubiliza compuestos (rocas de fosfato, MnQO,, Fe,O; y zinc metélico) que la planta
no puede asimilar y que son importantes para el control de enfermedades y para el crecimiento de

las plantas.
2.4 Aplicacion de hongos en suelo como agentes de control biolbgico

Uno de los aspectos importantes a considerar en la aplicacion de hongos filamentosos como
agentes de control bioldgico es el tipo de propagulo a utilizar. Dependiendo de las condiciones de
cultivo, frichoderma crece en tres tipos de propagulos: micelio, clamidiosporas y esporas
(Agosin y Aguilera, 1998).

El micelio, que constituye la estructura vegetativa de un hongo, esta constituido por un conjunto
de hifas. Las hifas son filamentos tubulares microscopicos. Las esporas son unidades
reproductivas especializadas, generalmente esféricas. Las caracteristicas de éstas se utilizan como
criterio taxondmico por su variacidén en tamafio, aspecto, color, etc. (Deacon, 1980). Las esporas
de Trichoderma harzianum son tipicamente verdes y ovoides. Su tamafio va de 2.7-3.5 um x 2.1~
2.6 um (Gams y Bissett, 1998). Las clamidiosporas son un tipo de taloesporas. Son redondas, de
pared mas gruesa y se les encuentra en las hifas en forma terminal, lateral o intercalada (Deacon,
1980). En la mayoria de las especies, las clamidiosporas son més grandes que las esporas (de 6 a
15 pm de didmetro). En el género Trichoderma, las clamidiosporas estan presentes en forma
abundante en las hifas producidas por fermentacién liquida, en forma intercalada o terminal
(Gams and Bisett, 1998).
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Hasta éste momento, se ha dado poca atencién a la evaluacion del tipo de propagulo a aplicar en
control bioldgico, a pesar de que ésto implica aspectos importantes de considerar tanto en la

produccion masiva del ACB, como en el antagonismo que gjerza en suelo.

2.5 Ventajas de la aplicacion de biomasa micelial con respecto a esporas de
Trichoderma como agente de control biologico

Las clamidiosporas no son utilizadas en control biologico debido a que los tiempos de
fermentacion requeridos para su produccion son muy largos -de 2 a 3 semanas- y la cantidad de
propagulos viables es muy bajo (aproximadamente 8 %) (Jin ef al, 1991). Ademas, se producen

en menor proporcién que las esporas (Harman ef a/, 1991).

Las esporas son el tipo de propégulo més estudiado debido principalmente a que se producen
abundantemente en medio sé6lido y a que son faciles de manejar (Lewis y Papavizas, 1985). Sin
embargo, existen diferentes estudios que demuestran una baja efectividad en control bioldgico al
usar éste tipo de propagulo. Lewis y Papavizas (1984) evaluaron el uso de micelio y de esporas
de cepas de Trichoderma, Gliocadium y Talaromyces en invernadero. En la evaluacion de las
cepas de Trichoderma, la forma micelial redujo significativamente la enfermendad ocasionada
por Rhizoctonia solani en cultivos de jitomate y algodon. Ademas, la reduccién de la enfermedad
correlacions, por un lado, con la disminucion en la densidad de poblacién del patdgeno en el
suelo y por el otro, con un incremento en la densidad de poblacion del antagonista. Las esporas
inoculadas en suelo no germinaron, por el contrario, la viabilidad de la poblacidén disminuyo
hasta en un 50 %. Esto es importante ya que para obtener un control biologico efectivo, una
caracteristica importante es la proliferacion del antagonista después de introducirlo en el suelo o

en la rizosfera (Lewis y Papavizas, 1984; Elad y Shtienberg, 1995).

En 1985, éstos mismos autores (Lewis y Papavizas, 1985) reportaron la evaluacion de diez cepas
de Trichoderma y cuatro de Gliocadium. Evaluaron la forma micelial y las esporas en cultivos de
algoddn, remolacha y rébano. El micelio de ambas cepas fue mas efectivo que las esporas en la
reduccion de la sobrevivencia de R. solani. La poblacidn del antagonista —inoculada en su forma
micelial- se incrementé significativamente respecto de la concentracién inoculada inicialmente.
Las esporas no fueron efectivas, con excepcion de su aplicacion en semillas. Los autores sugieren
que las hifas (al contrario de las esporas) parecen ser insensibles a fungistaticos que estén
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frecuehtemente presentes en suelo. En general, la}s hifas y clamidiosporas son menos sensibles
que las esporas a los 'fungist‘éticos pre‘sente§ en suelo (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

Existen factores fisicoquimicos (humedad, adicién de nutrientes exégenos, temperatura, pH) que
repercuten también en la eﬁéécia del tipo de prbpégulb en biocontrol. La gern;zinacién de esporas
es dependiente de la humedad. En el midoparasitisino, las esporas tienen que germinar y formar
el micelio, siendo ésta germinacion especialmente dependiente de la humedad (Chet ef al, 1998).
La dependencia de nutrientes para la germinacién y/o crecimiento es también diferente
dependiendo del tipo de propagulo. Las hifas y clamidiosporas de Trichoderma son menos

dependientes de la adicion de nutrientes ex6genos con respecto a las esporas.

Una vez demostrado que una cepa o micréorganismo muestra caracteristicas potenciales para el
control de enfermedades —mediante pruebas de laboratorio, invernadero y campo-; la siguiente
etapa es la produccion de una biomasa efectiva. Se han usado para éstos propositos sistemas de
fermentacion liqﬁida y solida (Jackson, 1997).'}31' mejor sistema es la férmenfacién Hquida en
biorreactores, en donde es importante evaluar los pardmetros nutricionales y de proceso que
influyan en el crecimiento y la viabilidad del microorganismo. En el caso de cepas del género
Trichoderma, en la literatura no se han realizado estudios en los que se evalten las condiciones
de cultivo y su repercusion —si la hubiera-, sobre la viabilidad de la biomasa micelial de
Trichoderma producida. Como se ha mencionado, la viabilidad es una caracteristica de crucial

importancia para el éxito de Trichoderma como ACB.

2.6 Produccion de biomasa micelial por fermentacion liquida

2.6.1 Caracteristicas y repercusiones del crecimiento de hongos filamentosos en
fermentacion liquida

En el crecimiento micelial de hongos filamentosos pueden desarrollarse dos tipos exiremos de
morfologia: agregados celulares compactos (“pellets”) o la forma filamentosa -generalmente
referidos como micelio disperso- (Justen, 1996; Gibbs ef al, 2000). La morfologia desarrollada
depende de las condiciones de cultivo y del microorganismo utilizado (Justen, 1996, Gibbs et a/,
2000). Los “pellets” consisten en una masa compacta de hifas, que producen caldos con

caracteristicas Newtonianas y de baja viscosidad. El mezclado del proceso no se ve limitado y los
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problemas de transferencia de masa son menores respecto a cuando se genera la forma
filamentosa (Vanags ef al, 1995). Sin embargo, a medida que el tamafio de los “pellets” se
incrementa, se generan limitaciones difusionales de los nutrientes hacia el centro del mismo. El
tamafio y la compactabilidad de los “pellets” puede ser influenciado por pardmetros como el pH

del cultivo, la concentracion del indculo,y las condiciones de agitacién (Schiigerl et al, 1998).

La forma filamentosa genera redes tridimensionales que transforman los caldos de fermentacién
en fluidos altamente viscosos, con caracteristicas no-Newtonianas y una alta demanda de
oxigeno, donde la transferencia de masa y homogeneizacion del sistema se ven drasticamente
limitados (Vanags et al, 1995), afectando la viabilidad del microorganismo y su crecimiento
(Domingues et al, 2000). Las limitaciones en la transferencia de masa pueden contrarrestarse con
el incremento en la velocidad de agitacién; sin embargo, existe un limite superior de agitacion,
determinado por los efectos adversos del estrés mecéanico sobre el microorganismo (ruptura de
células, vacuolizacion, autolisis, cambios en el estado morfolégico y en el crecimiento del
microorganismo, que se reflejan importantemente en la productividad del proceso (Felse y Panda,
2000). En los procesos de fermentacién liquida de cultivos miceliales, la velocidad de agitacién
Optima depende de la resistencia de las hifas al estrés mecanico, de la morfogia, de la
composicién del medio de cultivo, del pH y otras (Felse y Panda, 2000). Asi, el mezclado de
cultivos miceliales en el que pueda mantenerse una alta concentracion celular viable, requieren de

especial atencidn.

En procesos de fermentacion liquida con hongos filamentosos, se ha reportado la interrelacién de
diferentes factores tales como la concentracidn y naturaleza de la fuente de carbono, la relacion
carbono/nitrégeno, la concentracién de inodculo, agitacién, pH, oxigeno disuelto, temperatura,
fuerza idnica y adicién de tensoactivos sobre la morfologia, la produccién de biomasa vy la

produccion de metabolitos (Schiigerl ef al, 1998).

Entre los estudios que han evaluado el efecto de pardmetros nutricionales y de proceso sobre la
morfologia y produccion de metabolitos por hongos, uno de los mas representativos es el de
Schiiger]l y colaboradores (1998), quienes realizaron un estudio exhaustivo de la influencia de
este tipo de parametros sobre la morfologia y la produccién de 1a enzima xilanasa de Aspergillius

awamori. Los autores evaluaron el efecto del pH, la temperatura, la concentracién de indculo, la
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velocidad de agitacion y el uso de bafles (en matraces), diferentes medios de cultivo y precﬁltivo
y dos tipos de biorreactores. Observaron que utilizando bajas concentraciones de esporas, se
generan “pellets” grandes, mientras que al incrementar la concentracion de esporas, el tamafio del
“pellet” disminuye, e inclusive, se genera la forma filamentosa. La maés alta actividad de la
enzima se obtenia al utilizar las maés altas concentraciones de esporas en el indculo,
concenfraciones con las que se generaron “pellets” pequefios y micelio filamentoso. Los autores
estudiaron también en forma cualitativa -mediante tinciones fluorescentes-, la actividad
metabdlica de las diferentes morfologias observadas en el hongo. Comparando “pellets”
pequefios y grandes, encontraron que, en el caso de los pequeiios, en €] centro de ellos, podian
distinguirse zonas metabdlicamente inactivas, En “pellets” mas grandes, la zona metabdlicamente
inactiva era mayor, de tal forma que séio la periferia del “pellet” se encontraba activa., Estas
observaciones son importantes porque sugieren una relacion entre la morfologia y la viabilidad de

los cultivos miceliales.
2.7 Cultivos de Trichoderma sp

Trichoderma sp. es un microorganismo de interés industrial. Se ha utilizado para la produccién
de enzimas como celulasas y xilanasas (Lejeune y Baron , 1995), compuestos de aroma como 6-
pentil-o.-pirona (Serrano-Carredn et al, 1992) y y-decalactona (Serrano-Carredn er al, 1997) y la
aplicacion dé la biomasa misma para control biolégico (Lewis vy Papavizas, 1984). Durante el
proceso de fermentacidn con este hongo, se desarrollan caracteristicas no-Newtonianas en el
caldo de cultivo, lo que puede ocasionar limitaciones en Ja transferencia de masa en el caldo de

cultivo y, por consecuencia, afectar drasticamente la viabilidad del micelio.

2.7.1 Aspectos nutricionales y de proceso en el cultivo de Trichoderma sp cultivado
en matraces

En la produccién de biomasa micelial de Trichoderma, los aspectos nutricionales han sido
estudiados principalmente a nivel matraz. Jackson y colaboradores (1991a) evaluaron la relacion
carbono/nitrégeno (C/N), diferentes concentraciones de Fe, Mg, K, P, S, asi como algunas
vitaminas, sobre la produccién de biomasa micelial de Gliocadium virens, Trichoderma
pseudokoningi y dos cepas de Trichoderma viride (IMI 322659 e IMI 322663). Se obtuvo un

incremento significativo en la produccién de biomasa para todos los hongos, al incrementar la
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relacidn C/N de 5 a 155. La adicién de Fe incrementé significativamente el crecimiento de los
hongo evaluados. Al evaluar diferentes concentraciones de Fe (3.28, 32.8 y 164.3 mg/L), la
concentracion optima fue de 3.28 mg/L. De igual forma, la adicién de Mg, P, K, y S ejercieron un
efecto importante en el crecimiento de G. virens y de T. viride (IMI 322659). El crecimiento de T
pseudokoningii y de T. viride (IMI 322663) se redujo sélo en la ausencia de Mg y P. En la
evaluacién de las vitaminas, los requerimientos de cada una de ellas fue también diferente; el
crecimiento de G. virens fue significativamente mayor con la adicién de biotina. 7T
pseudokoningii crecié mas con tiamina, 7. viride (IMI 322663) con el acido p-aminobenzoico y
T. viride (IMI 322659) no presentd diferencias con la adicidén de ninguna de las tres vitaminas.
Este estudio demuestra que los requerimientos nutricionales son especificos para cada cepa. Las
concentraciones de biomasa mas altas obtenidas en éste trabajo estuvieron en el rango de entre 15
y 18 g /L (para los cuatro hongos estudiados). Sin embargo, no se considerd (al menos
explicitamente) la posible evaporacién del medio de cultivo en el matraz (la biomasa se evalu6

después de 7 dias de cultivo.)

En otro estudio, Jackson y colaboradores (1991b) reportaron los efectos de la temperatura (entre
5 y 40°C), del pH (entre 2.5 y 7.4) y el potencial de agua sobre el crecimiento de las cuatro cepas
utilizadas en el estudio anterior (Jackson et af, 1991a). La mayor velocidad de extensién lineal
(en medio s6lido) se observd a 25°C para todas las cepas. El pH se evalud en cultivo liguido,
estatico, en matraces. La maxima produccion de biomasa se obtuvo a pH de 4.6 para todas las
cepas. Sin embargo, T. viride (IMI 322659) mostré una tendencia a crecer mejor a pH més
neutros. Por el contrario, T. viride (IMI 322663) tendié a crecer mejor a pH mas 4cidos. La
disminucién del potencial de agua (ajustado con polietilenglicol 6000, NaCl, o glicerol) de 0.7

MPa a 14-MPa en general afectd la velocidad de extension de las hifas de todos los hongos.

Serrano-Carredn et al (1992) reportaron la influencia de la fuente de carbono y de nitrogeno
sobre ¢l crecimiento y acumulacién lipidica de dos cepas de Trichoderma (viride, aislado no. 26 y
harzianum IMI 206040) a partir de tres diferentes fuentes de carbono (glucosa, xilosa y sacarosa)
y de tres diferentes fuentes de nifrégeno (sulfato de amonio, fosfato de amonio y nitrato de
sodio). En general, ambas cepas consumieron preferencialmente la glucosa y la sacarosa.
Respecto de las fuentes de nitrégeno, las sales de amonio fueron mdés favorables para el

crecimiento de los dos hongos. El mayor crecimiento micelial y la mayor produccion de lipidos
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se generd en el medio constituido por glucosa y sulfato de amonio (para ambas cepas). Sin
embargo, el crecimiento micelial entre ambos microorganismos fue significativamente diferente

(la concentracion de biomasa fue de dos a tres veces mayor en €l cultivo de T. harzianum).

Dominguez et al (2000) evaluaron la concentracién de indeculo (10° y 107 esporas/mL) y la
composicion del medio de cultivo (Tween 80 -por si solo-, la reduccién -a la mitad de la
concentracion inicial-, de iones metédlicos utilizada en el medio, la combinacion de Tween 80-
extracto de levadura—peptona y la combinacion de Tween 80-extracto de levadura—peptona y
solka floc —éste tltimo en lugar de lactosa-) sobre la morfologia micelial y la produccién de
celulasas por Trichoderma reesei cultivado en matraces. El efecto de la concentracion de indculo
sobre la morfologia del hongo fue claro. Al atilizar 107 esporas/mL, el hongo creci6 en forma de
agregados laxos en todos los casos (no importando la composicién del medios de cultivo). Con
10° esp/mL la composicién del medio si influy6 sobre la morfologia desarrollada por el hongo,
creciendo como “pellets” (para el caso en que se redujeron las concentraciones de los iones
metalicos y para el cultivo control) y como agregados laxos para el resto de las condiciones. La
concentracion de proteina extracelular y la actividad de la enzima variaron con las condiciones
evaluadas. En general, las condiciones que indujeron la formacién de “pellets” mostraron un
decremento de la concentracion de proteina y de la actividad de la enzima. Los autores no

reportaron las concentraciones de biomasa generadas en éstos cultivos.

Estos trabajos demuestran la importancia de evaluar los requerimientos nutricionales para cada
microorganismo. Por otro lado, es necesario también realizar estudios en biorreactores. Si bien es
cierto que el uso de matraces presenta ventajas (se han considerado como la manera mas rapida y
barata para realizar la optimizacion de un medio de cultivo, Kennedy et @/, 1994), las desventajas
de utilizar estos sistemas son atin mas importantes: el pH del cultivo no es controlado, s¢ carece
de un mezclado adecuado, la capacidad de fransferencia de oxigeno es en general pobre y los
resultados en biorreactores no son reproducibles con lo obtenido en matraces. Otro aspecto
imporiante es el fendmeno de evaporacién del medio de cultivo, especialmente cuando se
requieren tiempos largos de cultivo, como en el caso del cultivo de microorganismos eucariotes.
Por otro lado, se ha observado que en el cultivo de microorganismos miceliales, la morfologia
desarrollada puede ser diferente en el matraz comparada con la obtenida en biorreactores

(Kennedy et al, 1994). Es importante mencionar que cada cepa tiene sus requerimientos
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nutricionales muy especificos y condiciones de proceso también particulares (Justen, 1996). De

ahi la importancia de evaluar especificamente estos aspectos para cada cepa.

2.7.2 Aspectos nutricionales y de proceso en el cultivo de Trichoderma sp. cultivado
en biorreactores

Los estudios realizados en fermentadores sobre la evaluacién de la influencia de las condiciones
de cultivo en la produccion de biomasa micelial para su aplicacion en control bioldgico son -por
un lado- escasos y -por el otro-, en los que existen, no se ﬁa realizado una evaluacién completa en
términos de la concentracién de la biomasa y de la viabilidad de ésta. Por gjemplo, Papavizas y
colaboradores (1984) realizaron cinéticas de crecimiento micelial de Gliocadium virens, T.
harzianum, T. viride v T. flavus en un medio a base de melaza y levadura para pan en
biorreactores de 20 L. Los autores reportaron que el tiempo de cultivo necesario para obtener la
mayor concentraciéon de biomasa (que en éste caso fueron clamidiosporas) fue de entre 10 y 15
dias (tabla 2.1). Si bien los autores resaltan el uso de materia prima barata (melaza y levadura
para pan), los tiempos de fermentacién fueron muy largos. Esto es importante ya que se sabe que
tiempos prolongados de fermentacion y bajos rendimientos se traducen en altos costos de
produccion. El reducir los tiempos de fermentacion puede ser el factor mas importante en la
reduccién de los costos de produccidn para éste tipo de procesos (Jackson, 1997). Sin embargo,
en ese trabajo no se realizé una evaluacidn de los parametros de proceso que pudieran influir
sobre la produccion de la biomasa. Como se presenta en la tabla 2.1 y como podrd compararse
con otros estudios que se citan posteriormente, las concentraciones de biomasa no son muy altas
si consideramos que los tiempos de fermentacién fueron muy largos (entre 10 y 15 dias) y lo que
es mas importante, la viabilidad de la biomasa generada en el proceso de fermentacion no se

evalud.

El cultivo de Trichoderma en biorreactores se ha estudiado principalmente para la produccion de
enzimas como celulasas (Mukataka et a/; 1988, Lejeune y Baron, 1995; Marten 1996), quitinasas
(Felse y Panda, 2000), de compuestos de aroma como la 6-pentil-a-pirona y y-decalactona

(Godoy--Silva et al, 1997) y de antibiticos como trichodermina (Apsite ez al, 1998).
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Tabla 2.1 Produccién de biomasa de diferentes cepas de Trichoderma y Gliocadium

virens*.
Cepa Conc. de biomasa Tiempo de cultivb
(g/L) (dias)
Trichoderma hamatum 8 10
Trichoderma harzianum 9 15
Gliocadium virens 12 15
Trichoderma viride 12 15

Medio constituido por melaza y levadura para pan
*(adaptado de Papavizas ef al, 1984)

Se ha estudiado también la morfologia desarrollada por el hongo (Lejeune y Baron, 1995) y el
crecimiento micelial (Rocha-Valadez e al, 2000). En estos trabajos se han evaluado aspectos
como la composicién del medio de cultivo, el pH, la agitacidén, diferentes geometrias de
impulsores y la combinacién impulsor-difusor, sobre la produccién de la biomasa y/o de un
determinado metabolito de interés. En la tabla 2.2 se presenta un resumen de los principales
aspectos evaluados en éstos trabajos. Para fines comparativos con el presente estudio, se
muestran también las concentraciones de biomasa mas altas obtenidas en estos cultivos y los

tiempos de cultivo requeridos.

Destacan los trabajos realizados por Mukataka et al (1988), Marten y colaboradores (1996) y
Rocha-Valadez y colaboradores (2000), en los que se generaron las concentraciones de biomasa
més altas. Sin embargo, en los procesos de fermentacion para la produccién de las més altas
concentraciones de biomasa, existen aspectos importantes a considerar. Por ejemplo, Mukataka et
al (1988) obtuvieron 10 g/1. de biomasa en dos dias de cultivo, manteniendo la concentracion de
oxigeno disuelto en 3 ppm (presurizando el biorreactor y/o adicionando oxigeno puro al medio),
y utilizando una velocidad de agitacion de 300 rpm. El medio de cultivo utilizado en este trabajo
no se menciona explicitamente; sin embargo, el mantener el oxigeno en un nivel de 3 ppm con la

adicion de oxigeno puro representa un alto costo para el proceso.
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Tabla 2.2 Evaluacion de algunos parametros que influyen en la produccién de biomasa y
de metabolitos de interés por Trichoderma spp.

Microorganismo Parametro Conc. de biomasa y Metabelito Referencia
oorgams evalnado tiempo de cultivo producido

, Vel, de agitacion a
Trichoderma . Celulasas Mukataka et al,
resser TOD constante 10 g/l (2 dias) 1988

. o Prod. de enzimas (B-|; ..
Trzch'oderma ;‘/ei. ?e ggltacg)én 6 g/l (3 dias) glucanasas, xilanasas, IlJ;JgeSune y  Baron,
resser uente e caroono carboximetilcelulasas.) '

Comp. del medio de
Trichaderma cultivo .
ressei Requerimientos de 22 ¢/L. {6 dias) Celulasas Marten ef al, 1996.
oxigeno (TOD)

Trichoderma Configuraciéon  de 11 g/L (4 dias) Moléculas de aroma Godoy-Silva et al,
harzianum impulsores & (6PP y y-decalactona) |1997.
Trichoderma s : .
harzianum Vel. de agitacion 15.3 g/L. (9 dias) Quitinasas Felse y Panda, 2000
Trichoderma Config.  Impulsor- Rocha-Valadez et
harsi difusor a TOD]11 g/L (3.5 dias) 1. 2000 ’
arzianum constante. %
gicizgderma Comp. del medio de No reportada Celulasas Domingues ef al,

Ss5el cultivo P ¢ 2000

Marten y colaboradores (1996) obtuvieron hasta 22 g/l en 6 dias, utilizando un medio de cultivo
con 10 g/L de extracto de levadura. Esta es una concentracién muy elevada de un componente de
alto costo. Realizaron ademas una alimentacién de oxigeno puro para mantener la TOD por arriba
del 20 %. Estos aspectos elevan el costo del proceso ya que tanto el oxigeno como el extracto de
levadura son componentes de alto costo. Godoy-Silva y colaboradores (1997) y Rocha-Valadez y
colaboradores (2000) utilizaron aceite de ricino como fuente de carbono. Definitivamente, en la
produccion de biomasa para aplicar en control biologico, no seria conveniente el uso de éste

nutriente por la dificultad que ello implica en las etapas de recuperacion y secado del hongo.

Por otro lado, como podra compararse en los estudios citados en la tabla 2.2, en la mayoria de
ellos, uno de los aspectos que se evalud fue la agitacion. En cultivo sumergido, la agitacion es
importante para un buen mezclado y transferencia de masa y calor en el proceso. En
fermentaciones aerdbicas, el mezclado sé requiere para asegurar una adecuada transferencia de
oxigeno en el biorreactor (Makagiansar ef al, 1993). Incrementar la agitacién puede mejorar el

mezclado y la transferencia de masa en el proceso, pero también puede provocar efectos

18



Antecedentes

negativos sobre el microorganismo, como la tuptura de células, vacuolizacidn, autdlisis, y

disminucién de la productividad del proceso (Felse y Panda, 2000).

A pesar de lo anterior, en esos trabajos (Mukataka er al, 1988; Lejeune y Baron, 1995; Marten et
al, 1996; Godoy-Silva, 1997; Felse y Panda, 2000; Rocha-Valadez et al, 2000) donde se
realizaron estudios de la agitacion y aspectos relacionados (como la configuracién de
impulsores), los cuales ejercen efectos importantes sobre el crecimiento y la produccién de un

metabolito, la viabilidad del hongo no se evalud.

2.8 Viabilidad en hongos filamentosos

Una célula viable es comtinmente definida como una célula que es capaz de dividirse y de formar
una colonia. Breeuwer y Abee (2000), ademas de concordar con la definicidn anterior,
proporcionan un concepto mas especifico de células viables, definiéndolas como células que son
capaces de desarrollar todas las funciones necesarias para sobrevivir bajo condiciones dadas,

definiendo la sobrevivencia como la existencia continua de las especies.

En control bioldgico, la cuantificacién de la viabilidad adquiere especial interés debido a que es
de crucial importancia asegurar que los microorganismos aplicados se encueniren viables.
Especificamente para Trichoderma se ha demosirado que uno de los principales mecanismos
antagonistas es el micoparasitismo. En el micoparasitismo, la viabilidad es la caracteristica
principal para que el antagonismo se lleve a cabo. Por el contrario, si el microorganismo
antagonista no estuviera viable, su aplicacién en suelo es contraproducente ya que serviria como
fuente alimenticia para los patdgenos, contribuyendo alin més a la infeccion del cultivo (Jin et al,
1996).

La determinacion de la viabilidad en hongos filamentosos es compleja debido a la también
compleja estructura micelial que presentan, debida a su naturaleza pluricelular. El crecimiento se
localiza en las puntas de la hifa, por lo que existe una amplia distribucién de edades celulares con
respecto a los organismos unicelulares (Gibbs et af, 2000). Las diferentes regiones de la hifa
pueden encontrarse en diferentes estados fisiologicos y mostrar varias formas de diferenciacién

(como la vacuolizacién). Estas caracterfsticas estructurales se relacionan con el estado fisioldgico

19



Antecedentes

de la hifa y con la produccion de metabolitos secundarios (Paul ef a/, 1992), Tales aspectos hacen
ain mas compleja la determinacion de la viabilidad en estos microorganismos. Con
microorganismos unicelulares, la técnica para la determinacion de viabilidad més utilizada es el
conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en placa. Esta técnica, al utilizarse en la
biomasa micelial, implica una serie de aspectos {por ejemplo el numero de puntas involucrados
en una particula micelial, ya sea filamentoso o “pelllet”), repercuten en los resultados (debido a
que un fragmento pequefio es suficiente para desarrollar una colonia, Pelczar, 1982). Por otro
lado, el tiempo necesario para la formacién de colonias visibles es relativamente prolongado y la
técnica es muy laboriosa (Breeuwer y Abee, 2000). En consecuencia, hay un interés creciente en
el desarrollo de métodos rapidos para la determinacion de la viabilidad en los que se exploten

otros criterios, ademas de la capacidad de reproduccion.

Uno de los objetivos del presente trabajo fue el de proponer una técnica para determinar
cuantitativamente la viabilidad del micelio de Trickoderma harzianum. Esta parte del proyecto
se desarrollé en colaboracién con el Dr. Mainul Hassan. Los resultados constituyeron un
manuscrito que fue aceptado en la revista Biotechnology and Bioengineering para su

publicacién. El articulo se presenta en el anexo 6.

Trichoderma spp. es un hongo muy importante en el desarrollo de procesos biotecnoldgicos v en
la agricultura como ACB. El estudio de factores involucrados en la productividad de los procesos
de fermentacién, asi como el desarrollo de estudios metodolégicos mediante los que se evalie -de
manera rapida y confiable- la viabilidad del hongo son fundamentales. Por ello, en el presente
trabajo se propone el estudio de aspectos nufricionales y de proceso que favorezcan el
crecimiento y la viabilidad del hongo. Para ello, resulta indispensable el analisis de los efectos
fisiologico que los nutrientes y las condiciones de proceso ejerzan sobre el hongo. El
entendimiento de éstos, conducird a un mejoramiento en su crecimiento micelial v en su

viabilidad.
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Capitulo III

Objetivos

GENERAL:
Evaluar el efecto de la composicién del medio de cultivo y de algunos parametros de proceso
sobre la produccién de biomasa micelial de Trichoderma harzianum y su viabilidad durante el

proceso de fermentacién en biorreactores de 14 L.

ESPECIFICOS:

1) Montar y validar una técnica para la determinacion cuantitativa de la viabilidad del micelio
generado en cultivo sumergido, demostrando que la técnica corresponde a una actividad
funcional de las células (como su crecimiento en medio liquido).

2) Mediante un disefio factorial 2°, evaluar el efecto del pH, la concentracion de sulfato de
amonio y la adicién de extracto de levadura, a fin de incrementar la produccién de biomasa

micelial de Trichoderma harzianum en biorreactores de 14 L.

3) Evaluar la viabilidad de la biomasa micelial de Trichoderma harzianum en funcién de las

condiciones de proceso y de la edad del cultivo, en biorreactores de 14 L.

21



Materiales y métodos

Capitulo IV

Materiales y Métodos

4.1 Microorganismo

Se utilizé la cepa Trichoderma harzianum var. rifaii, obtenida (en forma liofilizada) de la
coleccion del International Mycological Institute (IMI 206040). El microorganismo liofilizado
fue recuperado cultivandolo durante 72 h a 29°C y 200 rpm en un matraz Erlenmeyer de 250 mL
que contenia 50 mL de medio liquido constituido por extracto de malta (20 g/I., Bioxon) y
dextrosa (10 g/L, J.T. Baker), con un pH de 5.6 y esterilizado previamente en autoclave a 121°C
durante 20 minutos. Una vez recuperado, el hongo fue preservado en tubos inclinados (“slants™),

como se describe a continuacion.

Preservacion de Ia cepa

La cepa se preservé mediante resiembras mensuales en fubos inclinados, en agar de papa y
dextrosa (PDA, Bioxon}. La constitucion del PDA (en g/L), es la siguiente: infusion de papa, 4.0;
dextrosa, 20; agar, 15. El pH final de medio es de 5.6. Para la preparacidon del medio de
preservacion en los tubos inclinados, se resuspendieron 39 g de medio PDA, en un litro de agua
destilada. La suspension se esterilizd en autoclave a 121°C, durante 20 minutos. Una vez estéril,
20 mL de éste se distribuyeron en tubos de ensayo estériles de 2.3 x 21 cm. Los tubos con el

medio se dejan solidificar en posicion inclinada.

Para realizar las resiembras se inoculé aproximadamente 1 cm? del medio con la cepa preservada
sobre el tubo inclinado con medio fresco. Los tubos inclinados se incubaron a 29°C durante 4
dias. Posteriormente se preservaron a 4°C, hasta la siguiente resiembra. Las resiembras en los

tubos inclinados se realizaron como maximo duranie un afio.

4.1.1 Obtencién y conteo de esporas
Se inocul6 aproximadamente 1 cm” del medio sélido con células, sobre cajas Petri con medio
PDA. Las cajas se incubaron a 29°C, durante 6 dias. Dos veces al dia y durante 15 minutos, las

cajas se expusieron a la luz del dia para inducir la esporulacién. Las esporas de cada caja se
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recuperaron con 8 mL de solucién salina (NaCl 0.9% con Tween 40 al 0.05 %). El conteo de
esporas se realizé en una camara de Neubauer, utilizando el objetivo 20x de un microscopio
compuesto (Nikon Optiphot-2). Para el desarrollo de los cultivos se utilizé una concentracion de
1 x 10° esporas/mL de medio de cultivo. NOTA: se recuperan aproximadamente 3 x10° esporas

por caja.

4.2 Medio de cultivo liquido “estindar” para la produccion de biomasa

micelial
La composicion del medio de cultive “estandar” sobre el que se realizaron las modificaciones

pertinentes (de acuerdo al disefio experimental que se mostrard posteriormente), se muestra en la
tabla 4.1.

4.2.1 Disefio experimental para la evaluaciéon de medios de cultivo en la produccién

de biomasa micelial de Trichoderma harzianum

Se realizé un disefio factorial 2°, en €l que se llevé a cabo la evaluacién del efecto del pH (3 y
5.6), de la concentracién de sulfato de amonio (0.94 y 5.6 g/L) y de la adicion de extracto de
levadura al medio de cultivo (0 y 1.5 g/1). En la tabla 4.2 se presenta esquematicamente el

disefio experimental.

Tabla 4.1 Medio de cultivo “estandar” para el crecimiento de Trichoderma harzianum.

Reactivo Concg{g)acién Tipo

1Glucosa 30 (Afggggf) Si.nguggglv).
(NH.),80, 0.94 (Drogueria%ﬁﬁoﬁ?iut:%i.ﬁ. de C. V)
KH,PO, 7 (Productos%ri?ifl?icr::‘ g/iio‘;gerrey, S.A)
Na,HPO, 2 (Drogueria%&ﬁoﬁ%ﬁgtgai de C. V)
MgSO4.7H,0 L5 (Drogueria%?s?r?ogﬁil:g%%ﬂ, de C. V)
[CaC1,.2H,0 0.0671 G](r:?'.d'ﬁ "§Z‘§§i§’°
FeCls.6H,0 0.008 GE?.d’?. %2@3"’

7050, 7H0 0.0001 R Baken)
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Tabla 4.2 Disefio experimental para la evaluacion de Ia composicion del medio de cultive
y del pH en la producciéon de biomasa micelial de Trichederma harzianum

Indeulo: 1 x 10° esporas/mL |
pH=3 pH=5.6
5.6 g/L de Sulfato de |0.94 g/I. de Sulfato de} 5.6 g/L de Sulfato de |0.94 g/L de Sulfato de
amonio amonio amonio amonio
1.5 g/l 0 gL 1.5 g/L 0 g/l 1.5 g/l 0 g/l 1.5¢/L. 0g/L
Ext.lev. | Ext lev. | Ext. lev. | Ext. lev. | Ext.lev. | Ext. lev. | Ext. lev. | Ext. lev.
Proceso 1 | Proceso 2 Proccso 3 | Proceso 4 { Proceso 5 | Proceso 6 | Proceso 7 | Proceso 8

El extracto de levadura utilizado fue grado industrial (Marcor, Development Corporation).

4.2.2 Analisis estadistico del diseiio factorial

Un disefio factorial es una estrategia experimental para el estudio de factores (parametros o
variables independientes que van a evaluarse en un experimento) evaluados a diferentes niveles
para estudiar su efecto sobre las respuestas (el parametro de interés, variable dependiente). Por
efecto de un factor se entiende el cambio en la respuesta de ir de un nivel bajo (-) a un nivel alto
(+) de ese factor. En los experimentos se utilizan repeticiones para tener suficientes grados de
libertad (residuos), necesarios para poder validar un modelo lineal. El modelo proporciona
coeficientes de regresion (en nuestro caso son 8), que representan la media, los efectos

principales y las interacciones entre los factores (Box ef al, 1988).

Se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) a los resultados con el fin de establecer efectos
significativos (si los hubiera) de los factores evaluados sobre las respuestas de interés. El
analisis de varianza se basa en el analisis de la prueba de t, la prueba de F y la probabilidad de
cada una de ellas. La Prueba de t sirve para evaluar la significancia de una diferencia entre dos
medias (promedios). La Prueba de F sirve para evaluar la diferencia que hay entre la
variabilidad de una serie de datos en comparacion con otra. Ambas pruebas arrojan una
probabilidad p, que indica la probabilidad de que la diferencia que se evaldia entre dos o mas
grupos se deba al azar. Todas las pruebas estadisticas se consideran significativas cuando las
probabilidades de que la diferencia se deba al azar sea baja (Box et al, 1988). A continuacion se
presenta una breve explicacion del significado de los parbmetros que proporciona el analisis

estadistico. Para mas informacion se recomienda el texto de Box et al, 1988. En el anexo 1 se

muestra un gjemplo de como se realiza el analisis estadistico de un disefio factorial.
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Obtencion del modelo empirico: Una vez que se encontraron factores con influencia
significativa sobre la respuesta se procede el estudio del modelo empirico obtenido. El modelo
empirico (obtenido por regresion lineal) nos permite predecir la respuesta en funcion de los
factores estudiados. La calidad del modelo puede ser evaluada mediante dos andlisis: coeficiente

de correlacién y la falta de ajuste del modelo (lack of fif).

Coeficiente de correlacién (r%): Es una medida de la variacién de la respuesta sobre el valor de
la media explicada por el modelo. Indica en qué medida una ecuacion explica, de forma
adecuada, la relacién entre variables. En el andlisis de varianza el coeficiente de correlacion se
obtiene de la siguiente férmula.:

r’= 1- [suma de cuadrados de los residuos/(suma de cuadrados del modelo + suma de cuadrados

de los residuos})]

Falta de ajuste del modelo (lack of fify: Este pardmetro es importante para comparar la
variacion en la prediccion del modelo. En el anélisis de varianza la falta de ajuste (Jack of fir)
representa el error experimental més cualquier contribucién de la posible falta de ajuste del
modelo. En el ANOVA la falta de ajuste se obtiene a partir de la suma de cuadrados de los

residuos corregida por la suma de cuadrados del error puro.

Falta de ajuste = suma de cuadrados de los residuos - suma de cuadrados del error puro

Error puro: Es el error experimental. Es la variacién que se obtiene cuando un experimento se

repite, de ahi que se obtiene al hacer réplicas de los experimentos.

Para el anélisis de estadistico se utilizé el software Desing Expert® versién 5.0 (Stat.Ease Inc.).
Como texto de consulta se recomienda Box et a/, 1988 y el manual del usuarion del programa

Desingn-Expert, versidn 5.0.

4.3 Cultivos en biorreactores de 14 L
4.3.1 Geometria de los biorreactores de 14 L

La evaluacién de los parametros propuestos en el disefio experimental se realizé en biomreactores

de 14 L, modelo MicroFerm (New Brunswick Scientific). El biorreactor tiene una altura de 45 cm
25



Materiales y métodos

y un didmetro interno de 21 cm, con cuatro bafles de 2.1 cm de ancho. Se utiliz6é un volumen de

trabajo de 10 L.

Los biorreactores estuvieron equipados con tres turbinas Rushton de 7.0 cm de didmetro (D/T =
0.33). La separacidén entre impulsores fue de 0.3 el didmetro del tanque. Se us6é un difusor de

punto. En la parte superior de la flecha se colocd un rompedor de espuma metalico.

El oxigeno disuelto fue medido con un electrodo polarografico esterilizable de 420 mm de
longitud (Ingold, modelo A420), acoplado a un amplificador digital (Ingold, tipo 170). Para el
control de pH se utilizé un electrodo combinado de gel (Ingold, modelo 405-DPAS-K8S) de 325
mm, acoplado a un transmisor/controlador de pH (Ingold, modelo 2300). El control de pH se
realizé mediante la adicion automatica de hidréxido de sodio 2N (con una bomba peristaltica
Cole-Parmer) o de solucién de hidréxido de amonio al 30 %. El control de la espuma se realizé
mediante un sensor de nivel por conductividad, acoplado a un controlador New Brunswick
Scientific (modelo 2300) y con la adicion de una suspensién de antiespumante AF (Dow
Corning) al 20 % (P/V).

4.3.2 Condiciones de los cultivos

Los condiciones “estandar” a las que se realizaron los cultivos para la evaluacidn del disefio
experimental fueron: 29°C, 0.5 vvm (volumen de aire suministrado por volumen de medio por
minuto) de aireacién inicial, la cual se incrementé de manera escalonada (0.25 vvm) hasta 1 vvm,
cuando la tension de oxigeno disuelto (TOD) caia por debajo del 10 % de saturacién. La

agitacion utilizada en la evaluacion del disefio experimental fue de 200 rpm.

4.4 Técnicas analiticas

Bl coeficiente de variacion en la reproducibilidad de la técnicas utilizadas en el presente trabajo

fue menor al 10 %.

4.4.1 Crecimiento micelial
El crecimiento micelial se evalué mediante la determinacion gravimétrica de la biomasa (peso

seco). Se pesé un volumen conocido de muestra (en éste caso fue de 10 gramos de caldo de
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cultivo, considerando una densidad de 1 g/mL). Se adicionaron 30 mL de agua destilada y la
suspension se agité vigorosamente para lavar las células. El micelio se filtré al vacio sobre papel
filtro Whatman (No. 1) previamente tarado (en un horno a 85°C, durante 24 horas). En ésta etapa
de filtracion se adicioné agua destilada de manera abundante (aproximadamente 200 mL) para
realizar un mejor lavado a las células. La muestra se secéd en un horno (Hoffman-Pinther &
Bosworth, modelo HA223) a 85°C, por 24 horas, hasia la obtencion de un peso constante. Las
muestras se colocaron en un desecador (que contenia silica gel como deshumidificador) durante
1.5 horas para lievarlas a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Posteriormente se
pesaron. El calculo de biomasa se realizé por diferencia de pesos y se expresd como gramos de

células por litro de caldo de cultivo.

4.4.2 Consumo de sustrato (glucosa)

Se determind en un analizador automatico YSI (Yellow Springs Instruments Co., Yellow
Springs, OH) mediante un método enzimatico, El analizador cuenta con un sensor que contiene
la enzima glucosa-oxidasa inmovilizada en una membrana de policarbonato, la cual, en presencia

de oxigeno, oxida la glucosa, generandose la siguiente reaccion:

Glucosa +0; ———-> H,0, + D-glucano- y-lactona

La presencia de H;0; es detectado a fravés de una sonda electroquimica, en donde se genera una
sefial eléctrica que es proporcional a la conceniracion de glucosa. El rango de deteccidn del
aparato es de hasta 25 g/L. La calibracién del instrumento se corroboré mediante la lectura de una

muestra estandar de concentracion conocida (10 g/L).

Las muestras del proceso de fermentacién se filtraron previamente (en un portafiltro Swinnex,
modelo $X0002500, con un papel filtro cualitativo de velocidad de filtracién rapida), para
eliminar los sélidos suspendidos, principalmente el micelio. Para las muestras con concentracién

superior a 25 g/I., fue necesario realizar una dilucién 1:1 con agua destilada.

4.4.3 Determinaciéon de amonio
Se cuantificod utilizando el método del indofenol, propuesto por Kaplan (1965). La reaccién que

se leva a cabo en éste método es la transformacién del amonio a cloramina mediante la accidn
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del hipoclorito. Posteriormente, la cloramina reacciona con el fenol originando el cromégeno p-

hidroxifenil imino benzoquinona.

El método fue modificado para intensificar la sensibilidad a concentraciones de 0 a 10 mM (de
ion amonio). Se realizé una curva de calibracién de 0 a 10 mM. El método utiliza las siguientes

soluciones preparadas con agua desionizada.

Solucién A: : Fenol 0.106 M
Nitroferricianuro de sodio 0.17mM
Solucién B: Hidréxido de sodio 0.125 N
Hipoclorito de sodio 11 mM

Estandares para la carva de calibracion

A partir de una solucidén de sulfato de amonio 6 mM (correspondiente a 12 mM de i6n amonio),
se hacen las diluciones correspondientes para preparar los estandares de 0.5, 1,2, 3, 4, y 5 mM
(correspondiente a 1, 2, 4, 6, 8 y 10 mM de ion amonio). El andlisis se realiza por duplicado

(tanto para estandares como para las muestras del proceso).

El procesamiento de los estandares es el siguiente:
- Se coloca 1 ml. de la solucion A en un tubo con tapa de rosca. Tapar
- Adicionar 25 pL de muestra del estandar. Tapar y agitar vigorosamente en un vortex

(Maxi mix II, modelo M37615) durante aproximadamente 4 segundos.

- Adicionar 1 mL de la solucién B. Este reactivo se adiciona de manera secuencial cada 30
segundos a cada una de las muestras. Tapar y agitar vigorosamente. A partir de que se
adiciona la solucién B se cuentan 30 minutos de reaccidn. Asi, las muestras deben leerse
cada 30 segundos, en el orden en que se adiciond la solucién B, para que todas las
muestras tengan los 30 minutos de reaccidon. Durante este fiempo, las muestras

desarrollan el color “azul de prusia”, caracteristico de la reaccion.

- Leer en un espectrofotémetro a 635 nm. Ajustar a cero la absorbancia previamente,
utilizando un blanco constituido por 1 ml. de solucién A, 1 mL de solucién B y 25 pL de

agua desionizada.

28



Materiales y metodos

Las lecturas de absorbancia y los valores correspondientes a cada concentracion de ién amonio se
ajustan a una linea recta por el método de minimos cuadrados, determinandose los valores de la

pendiente y de la ordenada al origen para caracterizar la curva de calibracion.

Analisis de las muestras de fermentacion

Las muestras del proceso de fermentacion se filtraron previamente al analisis descrito, para la
eliminacion de particulas sélidas. 5 mL de muestra se filiraron (en un portafiltro Swinnex,
meodelo SX0002500) con un filtro de papel de velocidad de filtracién rapida), utilizando papel
filtro cualitativo de velocidad de filtracion rapida. El caldo filirado su utilizé para la

determinacién de amonio, realizéndose el mismo procedimiento descrito para los estandares,

444 Determinacion de la viabilidad del micelio de Trichoderma hargianum por
tinciones fluorescentes en combinacion con analisis de imégenes

Como se ha mencionado, uno de los objetivos del presente trabajo fue el de montar una técnica
para cuantificar la viabilidad de la biomasa micelial de Trichoderma harzianum producida en
biorreactores. Los resultados generados durante el montaje y validacién de ésta, se integraron en
un manuscrito que fue aceptado en la revista Biotechnology and Bioengeneering para su
publicacion. En el Anexo 3 se presentan los experimentos previos a la seleccion del fluorocromo
para el desarrollo de la técnica. El amexo 4 y 5 detallan el procedimiento la adquisicién de
imagenes y su posterior cuantificacion, respectivamente. Todo ello, en conjunto con el protocolo
que se describe a continuacion constituyen la técnica implementada para la cuantificacion de la
viabilidad de Trichoderma harzianum cultivado en medio liquido. Finalmente, en el anexo 6 se
presenta el manuscrito. A continuacién se presenta sdlo el protocolo para realizar la técnica

implementada.

La técnica es una combinacién del uso de tinciones fluorescentes y de andlisis de iméagenes. El
fluorocromo seleccionado fue el diacetato de fluoresceina (FDA, por sus siglas en inglés). El
FDA es una sustancia no polar que atraviesa la membrana y es hidrolizado por esterasas
intracelulares en células viables, produciéndose la fluoresceina, que exhibe fluorescencia al
excitarse a 490 nm. Es necesaria una integridad de membrana para la retencién intracelular de la

fluoresceina. Células no viables son incapaces de hidrolizar el FDA y/o de retener la fluoresceina.
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Las células fueron primero tefiidas con FDA y posteriormente analizadas por andlisis de

imagenes.

4.4.4.1 Tincion de las células con diacetato de fluoresceina
En la técnica de tincion con FDA se utiliza una solucion stock y una solucion de trabajo que se

prepararon de la siguiente manera:

Solucién stock: se prepard a una concentracion de 1 mg de diacetato de fluoresceina (Sigma)
por mL de acetona (I.T. Baker). La solucién se almacend en un frasco &mbar para protegerla de

la luz. Se almacené a —-20°C.

Solucion de trabajo: 10 pL de la solucién stock se colocaron en un tubo Eppendorf de
polipropileno de 1.5 mL de capacidad. Se adicionaron 990 pL de agua destilada y se agitd

vigorosamente en un vortex (Maxi mix II, modelo M37615). La solucién de trabajo se prepard

justo antes de realizar la tincion.

Tincion

- Se tomaron 100 pL de la muestra (con puntas de 200 pl. recortadas de la punta) v se

colocaron en un tubo Eppendorf de polipropileno de 1.5 mL de capacidad. Se adicionaron
300 plL de solucién de trabajo, obteniéndose una relacion de voliimenes 1:3 (volumen de

muestra: volumen de trabajo).

- La muestra se agité manualmente de manera suave e intermitentemente durante 5 minutos.

- Se colocaron aproximadamente 200 uL de la muestra tefiida en un portaobjetos (limpiado

previamente con etanol industrial}) y se cubrié con un cubreobjetos de 22 x 40 mm
(Corning, también previamente limpiado con etanol industrial). Al colocar la muestra, se
disperso el micelio sobre el 4rea que cubriria el cubreobjetos. El cubreobjetos se colocd
evitando que quedaran atrapadas burbujas de aire, para evitar asi que la muestra se secara

rapidamente. Se analizaron entre 4 y 5 preparaciones por muestra del proceso.

- El exceso de muestra se absorbié con papel absorbente.
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- La muestra estuvo lista para el andlisis de imagenes.

Una muestra se analiz6 en un tiempo de entre 15-20 minutos. En general, después de este tiempo,
las muestra se secaba y las imagenes obtenidas eran muy difusas, por lo que era necesario

preparar otra muestra.

4.4.4.2 Adquisicion y procesamiento de muestras por analisis de imagenes.

4.4.4.2.1 Sistema de analisis de imagenes

El sistema de analisis de iméagenes consiste de un microscopio ptico {(Nikon Optiphot-2) con un
sistema epifluorescente. El microscopio tiene instalada una cdmara de video digital a color (CCD
RGB modelo KP-D50 color digital, Hitachi, Japan), acoplados a una computadora personal
(Hewlett Packard).

Las imagenes observadas en el microscopio se adquirieron en la computadora por medio de una
tarjeta digitalizadora de imagenes Flash point® 128 (Integral Technologies) con la entrada de
video RGB. Se utilizé el programa Image Pro® Plus, versién 4.1 (Media Cibernetics, USA) para
crear los macros necesarios que permitieran llevar a cabo la digitalizacién y almacenaje de las

imégenes en la computadora.

4.4.4.2.2 Adquisicion y procesamiento de imagenes

A) Adquisicion de imagenes

Por cada muestra del proceso se adquirieron 50 iméagenes. Por cada imagen se tomaron dos
fotografias: una con luz visible y ofra con luz ultravioleta. La foto con luz visible proporciona el
area total de las hifas que conforman la imagen (hifas viables y no viables). La foto con luz
ultravioleta proporciona el area tefiida con FDA, que corresponde al 4rea metabdlicamente activa

de las hifas (area viable).

Antes de iniciar la adquisicion de imégenes, es importante realizar la calibracion de la luz visible
y de la luz ultravioleta en el microscopio, con ¢l fin de que el campo visual esté uniformemente
iluminado. El detalle de la calibracion se presenta en el anexo 4.

!

¢
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Para ¢l andlisis de una muestra del proceso de fermentacidén, se tomaron 50 imagenes {100

fotografias: 50 en luz visible y 50 en luz ultravioleta). En la figura 4.1 se muestra un ¢jemplo

de la imagen fotografiada con luz visible (foto en blanco y negro) y con luz ultravioleta (foto

fluorescente). El detalle del proceso para la adquisicidn de imagenes se presenta en el anexo 4.

Posteriormente se cuantifico el 4rea total y el 4rea tefiida con FDA, de las imAgenes tomadas con
luz visible y con luz UV, respectivamente.

B) Cuantificacién de dreas

Para la cuantificacion de las areas se crearon dos macros: uno para la cuantificacion de las areas
totales (cuantificada en las fotografias tomadas con luz visible) y otro para la cuantificacion del
area tefiida con FDA (cuantificada en fotografias tomadas con luz ultravioleta). El deialle de!
proceso para la cuantificacion de areas se presenta en el anexo 5.

Obtenida el area total y el area fluorescente de la imagen, sé calcula el porcentaje del area tefiida
con FDA de esa imagen, mediante 1a siguiente formula:

% de area tefiida con FDA = 4rea tefiida con FDA 100
area total

ultravioleta, a) Imagen fotografiada con luz visible, b) Imagen fotografiada

con luz ultravioleta. Objetive 10x,

" TESIS CON
| PALLA DE ORIGEN 2
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Capitulo V

Resultados y discusion

5.1 Analisis de varianza para el estudio del efecto de factores nutricionales
sobre el crecimiento de Trichoderma harzianum

En la tabla 4.2 se muestran los factores y los niveles evaluados para cada factor. Con el objetivo
de evaluar de una manera mas completa el efecto de los factores sobre el proceso, se evaluaron 3
respuestas importantes en Ia produccién de biomasa micelial de Trichoderma harzianum. Las

respuestas evaluadas fueron:

1) Concentracién de biomasa maxima (g/L)
2} Productividad maxima (g/Lh)
3) Velocidad de crecimiento (g/L-h)

Uno de los objetivos centrales del presente trabajo fue maximizar la concentracién de biomasa.
La productividad maxima de formacion de biomasa y la velocidad de crecimiento se evaluaron
dada su influencia en la economia del proceso. La velocidad de crecimiento del hongo se expresa
en unidades de g/L-h, ya que Trichoderma harzianum presenta un crecimiento de caracter lineal.
Se realizé un andlisis de varianza para las 3 respuestas con e} fin de establecer los posibles
efectos significativos de los factores evaluados. En la tabla 5.1 se presentan las respuestas para
cada uno de los experimentos del disefio factorial (por duplicado). Los resultados se presentan en
el mismo orden y clasificacién que experimentos mostrados en la tabla 4.2 (correspondiente al

desarrollo del disefio experimental.
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Tabla 5.1 Matriz del disefio factorial y resultados experimentales de las respuestas

FACTORES RESPUESTAS
(variables independientes) (variables dependientes)
g | sumode | Bl | pon |Pobiidetme ) UM
amonio (g/L) (@L) maxima (g/L) (mg de biomasa/L'h) cre(;r;}l;l:;lto de proceso

3 5.6 1.5 53 89 0.097 1
3 5.6 1.5 5.4 91 0.096

3 5.6 0 5.4 52 0.073 5
3 5.6 0 5.2 57 0.075

3 0.94 1.5 5.7 112 0.15 3
3 0.94 1.5 4.9 108 0.15

3 0.94 0 2.5 26 © 0.054 A
3 0.94 0 2.3 28 0.050

5.6 - 5.6 1.5 6.2 65 0.06 S
5.6 5.6 1.5 6.2 64 0.06

5.6 56 | 0 23 48 0.069 6
5.6 5.6 0 2.3 44 0.065

5.6 0.94 1.5 8.9 97 ©0.071 ,
5.6 0.94 1.5 9.3 93 0.068

5.6 0.94 0 1.5 25 0.028 g
5.6 0.94 0 14 23 0.040

Experimentos realizados en orden aleatorio.

5.1.1 Concentracion maxima de biomasa

5.1.1.1 Efecto de los factores

En la figura 5.1, se representa la importancia relativa de los efectos (como un % de la
probabilidad de efecto del factor en la respuesta) en funcidn del valor absoluto del coeficiente del
factor. Todos aquellos coeficientes cuyo valor absoluto sea mucho mayor que cero y no se
ajusten a la linea recta de los residuos, tienen influencia sobre la respuesta, mientras que el resto

no influye en ella (su coeficiente no se considera significativamente diferente de cero y se ajustan
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a la Hnea recta de los residuos) por lo que sirve para estimar el error experimental. Es de resaltar
la importancia del extracto de levadura (C) en el proceso, ya que por si solo, es el factor que
presenta el mayor efecto sobre la concentracion de biomasa mdaxima producida. Le siguen en
orden decreciente: la interaccidén de este factor con el pH (AC), la interaccion extracto de
levadura-sulfato de amonio (BC) y finalmente, la combinacién pH-sulfato de amonio (AB). Los
factores que no ejercieron un efecto significativo y por lo tanto se consideraron parte del error
experimental fueron: el pH, el sulfato de amonio y la interaccién de los tres factores. En el anexeo
1 se presenta un ejemplo ilustrativo del proceso que se realiza en el analisis estadistico de un

experimento realizado mediante un disefio factorial,

99 | A:pH

87 g B: Sulfato de amonio
95

C: Extracto de levadura
90 NoC

85
80 l:1e

®AB
70 B

60 -

Probabilidad (%)

ABC
40 —

20

I I I | ]
0.00 0.89 1.79 2.68 3.57

Efectos de los factores

Figura 5.1 Grafico normal de los efectos de los factores sobre la concentracion de
biomasa micelial de T. harzianum.
Leyendas: m factores que presentan efecto sobre la respuesta, s factores
que no presentan efecto sobre la respuesta, A residuos.

En la tabla 5.2 se analiza el efecto de los factores sobre la concenfracion de biomasa maxima.
Los valores de probabilidad de t son muy bajos (menores a 0.0001), indicando que los factores
considerados (extracto de levadura y las interacciones pH-extracto de levadura, sulfato de

amonio-extracio de levadura y pH-sulfato de amonio) ejercen un efecto importante sobre la
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produccion de biomasa. La probabilidad de que el efecto de los factores sobre la respuesta se

deba al error experimental es muy baja (0.01%).

Tabla 5.2  Analisis de los factores sobre la concentracion
méaxima de biomasa

Factor Coeficnente Prob > |t|
estlmado
Extracto de levadura 1.79 < {.0001
pH-extracto de levadura 1.12 < 0.0001
Sulfato de amonio-ext. de lev. -0.86 < 0.0001
pH-sulfato de amonio -0.68 <0.0001

5.1.1.2 Analisis del modelo

En la tabla 5.3 se muestra el andlisis de varianza que incluye la evaluacién del modelo. El
andlisis muestra que la probabilidad de que la varianza en la respuesta se deba al error
experimental es muy baja (0.01%). Ello indica que la varianza en la respuesta se debe al efecto de
los factores. El error experimental observado en la repeticion de los experimentos (error puro) es
muy bajo (0.54), indicando que los procesos son reproducibles. Por otro lado, el cociente del
cuadrado medio de la falta de ajuste y el error puro (2.81) no representa una falta de ajuste del
modelo. Box et al (1988) sefialan que para comprobar el ajuste del modelo se comparan los
cuadrados medios de la falta de ajuste y del error puro. Cocientes iguales ¢ mayores de 1.2

aparecen alrededor del 45 % de las veces, de manera que no son significativos (Box et ¢/, 1988).
El valor del coeficiente de correlacion () indica que sélo el 1.2 % de Ja variacién total no fue

explicada por el modelo. El coeficiente de variacién en estos procesos fue de 6.68 %, que

representa un valor aceptable en el caso especifico de nuestro estudio. En nuestro proceso,
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coeficientes de variacion menores al 10 % son aceptables. La ecuacion del modelo para

maximizar la produccién de biomasa en nuestro proceso es la siguiente:

Biomasa maxima (g/L) = 4.74 + (1.79 extracto de levadura) + (1.12 pH-extracto de levadura)
- (0.86 sulfato de amonio-extracto de levadura) — (0.68 pH-sulfato
de amonio) + error experimental.

Tabla 5.3 Analisis de varianza para la produccion mixima de biomasa micelial de T.

harzianum. _
Suma de Grados de Cuadrado Probabilidad
Fuente cuadrados libertad medio Valor de F de F

Modelo 90.54 4 22.63 225.95 <(.0001
Residuos 1.10 11 0.1

Falta de ajuste ¢ 57 3 0.19 2.81

del modelo

Error puro 0.54 8 0.067
Correlacion total 91.64 - 15

Coeficiente de correlacion r’: 0.9880
Coeficiente de variacion : 6.68 %

5.1.1.3 Prediccion de respuestas por el modelo

En la figura 5.2 se muestran (en una grafica de superficie de respuesta) las concentraciones
méximas de biomasa estimadas como funcion de la interaccién de la concentracién del suifato de
amonio con el extracto de levadura para cada pH evaluado. La maxima concentracion de biomasa
que podria obtenerse seria de 9.2 g/, cuando el proceso se realice con un pH de 5.6, una
concentracidon de sulfato de amonio 0.94 g/L. ¥ una concentracién de extracto de levadura de 1.5
g/L (figura 5.2b). La concentracion de biomasa méxima esperada en el caso del cultivo a pH =3
seria de 5.4 g/1, (figura 5.2a).
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a) pH=3 b) pH= 5.6

0.2 9.2
= 7.3 © 73
E —~ 54 ﬁ 5.4
ga ° g
E& 35 ‘5 g 35
2z 8
s & 1.7 oo
£ E i)
g S 3
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g g =
© g

1.6 < © 185 .
5.6 1.1 5.6
07 42
Extracto de 0.75 ) Extractode
levadura 326 Sulfato de levadura 0 326 guifato de
(L) 0.37 N 2, amonio (&/L) : . amonio
0 0.94 (/L) 0 Yoo (gL

Figura 5.2  Concentraciones de biomasa estimadas en la interaccién del sulfato de
amonio y el extracto de levadura a pH=3 (a) y pH = 5.6 (b).

5.1.2 Productividad del proceso (en términos de biomasa)

5.1.2.1 Efecto de los factores

En la tabla 5.4 se presenta el andlisis del efecto de los factores sobre la productividad. Al igual
que lo encontrado para la concentracion maxima de biomasa, el extracto de levadura ejerce el
efecto principal en la productividad del proceso para la produccién de biomasa. Le siguen en
orden decreciente la interaccion sulfato de amonio-extracio de levadura, el pH (que a diferencia
de lo encontrado en la produccién de biomasa, en este caso, si ejerce un efecto importante) y
finalmente la interaccién pH-extracio de levadura (figura 5.3). Los valores de probabilidad de t
(para todos los factores considerados) son muy bajos (menores a 0.0001, tabla 5.4), indicando
que la probabilidad de que la varianza en la respuesta se deba al error experimental es muy baja
(0.01%). Ello indica que tales factores influyen significativamente en la productividad del
proceso para la produccidon de biomasa. Los factores que no ejercieron efecto sobre la
productividad fueron el sulfato de amonio, la interaccién pH-sulfato de amonio y la interaccién

de los tres factores.
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Efecto de los factores

Figura 5.3  Grafico normal de los efectos sobre la productividad de biomasa micelial de
T. harzianum.
Leyendas: m factores que presentan efecto sobre la productividad, m factores que
no presentan efecto sobre la productividad, A residuos.

Tabla 5.4 Analisis del efecto de Jos factores sobre la productividad de
la produccion de biomasa de 7. harzianum.

Coeficiente

Factor estimado Prob > |t|
Extracto de levadura 24.94 < 0.0001
Sulfato de amonio-ext. de lev. -11.44 < 0.0001
PH -7.56 < 0.0001

pH-extracto de levadura -4.69 < 0.0001
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5.1.2.2 Analisis del modele

En la tabla 5.5 se muestra e] analisis de varianza que incluye la evaluacién del modelo propuesto.
Como lo demuestra el analisis, la probabilidad de que la varianza en la respuesta se deba al error
experimental es muy baja (0.01%). Esto indica que la varianza en la respuesta se debe al efecto
de los factores. El error experimental observado en la repeticion de los experimentos (error puro)
es muy baja (35.5, comparado con la suma de cuadrados del modelo), indicando que los procesos

son reproducibles

El coeficiente de correlacién (r°) indica que solo el 0.50 % de la variacion total no fue explicada
por el modelo. El coeficiente de variacion fue de 3.9 %, valor aceptable en el desarrolio de
nuestro proceso. El modelo presenta un buen ajuste (el valor de F es de 2.34 , el cual se
considera aceptable, Box et al, 1988). Asi, la ecuacion del modelo para obtener la mayor

productividad en la produccién de biomasa en nuestro proceso es la signiente:

Productividad maxima = 62.81 + (24.94 extracto de levadura) — (11.44 sulfato de amonio-
(MEhiomasa/ Lmedio 1) extracto de levadura) - (7.56 pH) - (4.69 pH-extracto de levadura)
+ error experimental

Tabla 5.5 Analisis de varianza de la productividad del proceso en la produccion de biomasa
micelial de 1. harzianum,

I e o
Modelo 13309.75 4 3327.44 548.86 <(.0001
Residuos 66.69 11 6.06

g:it;gge?{)usm 31.19 3 10.40 2.34
Error puro 35.50 3 4.44
Correlacion total 13376.44 15

Coeficiente de correlacién r’: 0.9950

Coeficiente de variacion : 3.9 %
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5.1.2.3 Prediccidn de respuestas por el modelo

Las productividades estimadas por el modelo en la interaccion del exiracto de levadura con el
sulfato de amonio a diferentes pH se muestra en la fignra 5.4. La mayor productividad que
podria obtenerse es de 111.5 mg/L-h (figura 5.4a), realizando el proceso a un pH de 3, con una
concentracion de sulfato de amonio de 0.94 g/L y 1.5 g/I. de extracto de levadura. El proceso a

pH 5.6 presentaria una productividad maxima de 87 mg/L'h. (figura 5.4b).
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Figura 5.4 Productividades esperadas con la interaccién del extracto de levadura y
del sulfato de amonio a pH 3 (a) y pH 5.6 (b).

5.1.3 Veipcidad de crecimiento de Trichoderma harvzianum

5.1.3.1 Efecto de los factores

En la velocidad de crecimiento se observaron efectos de un mayor nimero de factores (6), En los
casos anteriores (produccion de biomasa y productividad) el ANOVA indico efectos s6lo de 4

factores. El extracto de levadura y el pH son los factores que presentan el mayor efecto en la
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velocidad de crecimiento del hongo. El efecto de ambos factores es muy similar (tabla 5.6). Le
siguen (en orden decreciente) la interaccién sulfato de amonio-extracto de levadura, pH-extracto
de levadura, pH-sulfato de amonio y por tltimo, la interaccion de los tres factores (pH-sulfato de
amonio-extracto de levadura). El sulfato de amonio no presenté un efecto importante, su valor

absoluto se encontr6 entre los residuos (figura 5.5).
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> 90 — =g
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= ®AC
_"g‘ 70 — » LNz
= 60 — ABC
£
-, 40 B
20 —
g —
1 x 1 1 1
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04

Efecto de los factores

Figura 5.5 Grafico normal de los efectos sobre Ia velocidad de crecimiento de T. harzianum.
Leyendas: m factores que presentan efecto, = factores que no presentan efecto,
A residuos.

En la tabla 5.6 se presenta el analisis del efecto de los factores. Los valores de probabilidad de ¢
(para todos los factores considerados) son muy bajos, indicando que la probabilidad de que la
varianza en la respuesta se deba al error experimental es muy baja (0.01%).Un aspecto
interesante es la implicacion del pH en los tiempos de fermentacion del proceso, ya que demostrd
un efecto significativo sobre la productividad en la produccién de biomasa y en la velocidad de
crecimiento del hongo. Como se demostré en esos analisis, por si sblo el pH presenta efectos

importantes en esas respuestas.
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Tabla 5.6 Analisis del efecto de los factores sobre 1a velocidad de crecimiento
de T. harzianum.

Factor (i:(;if:;f(llte Prob > |ti
Extracto de levadura 0.019 < 0.0001
pH -0.018 < 0.0001
Sulfato de amonio-ext. de lev. -0.015 <0.0001
pH-extracto de levadura -0.012 < 0.0001
pH- sulfato de amonio 0.0068 < 0.0001
pH-sulfato de amonio-ext. de lev, +(.,0041 <0.0001

5.1.3.2 Analisis del modelo

En la tabla 5.7 se muestra ¢l analisis de varianza que incluye la evaluacién del modelo propuesto.
La probabilidad de que la varianza en la respuesta sea debida al error experimental es muy baja
(0.01 %). Lo que indica que la varianza en la respuesta es debida al efecto de los factores. El
error experimental observado en la repeticién de los experimentos (error puro) indica que los
procesos son reproducibles. El modelo presenta un buen ajuste (el valor de F es de 1.34, que se

considera aceptable, Box ef al, 1988)

El coeficiente de correlacién (1) indica que sblo el 0.73 % de la variacién total no fue explicada
por el modelo. El coeficiente de variacién fue de 4.9 %, que representa un valor aceptable en el
desarrollo de nuestro proceso. Asi, la ecuacién del modelo para maximizar la produccion de

biomasa en nuestro proceso es la siguiente:

Velocidad de crecimiento (g/L-h) = 0.075 + (0.019 extracto de levadura) ~ (0,018 pH) - (0.015
sulfato de amonio-extracto de levadura) - 0.012 (pH-
extracto de levadura) + (0.0068 pH-sulfato de amonio) +
(0.0041 pH-sulfato de amonio-extracto de levadura) +
error experimental.
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Tabla 5.7 Analisis de varianza de la velocidad de crecimiento de T. harzionum.

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Valor de F Probabilidad
cuadrados libertad medio deF
Modelo 0.017 6 2.8x107 204.67 <0.0001
Residuos 1.25 x10™ 9 1.39x10°
Falta de ajuste 1.806x107 1 1.8x10° 1.34
Error puro 1.075x10% 8 1.34x107
Correlacion total 0.017 15

Coeficiente de correlacién r*: 0.9927

Coeficiente de variacion : 4.9 %

5.1.3.3 Prediccion de respuestas por el modelo

La figura 5.6 muestra las velocidades de crecimiento estimadas por el modelo en la interaccién
del sulfato de amonio y del extracto de levadura a los diferentes pH evaluados. La mayor
velocidad de crecimiento que se obtendria es de 0.15 g/L-h utilizando un pH de 3, una
concentracion de sulfato de amonio de 0.94 /L y una concentracidn de extracto de levadura de
1.5 g/L. (figura 5.6a). A pH de 5.6 las velocidades de crecimiento serfan menores (la méaxima
seria de 0.07 g/L-h, figura 5.6b).

'5.1.4 Analisis global de las respuestas

En la tabla 5.8 se resumen las condiciones requeridas en los procesos para obtener los valores
mas altos en las fres respuestas evaluadas. La diferencia bésica fue el efecto del pH. Para obtener
las mayores productividades y velocidades de crecimiento se debe utilizar un pH de 3. Sin
embargo, para obtener la méas alta concentracion de biomasa micelial se debe utilizar un pH de
5.6.
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Figura 5.6.

Prediceion de las velocidades de crecimiento con la interaccion del salfato de

amonio y del extracto de levadura en los cultivos a pH=3 (a) y pH= 5.6 (b).

Tabla 5.8 Condiciones de cultivo para obtener los valores mis altos en las respuestas.

CONDICIONES
RESPUESTA . Sulfato de amonio | Extracto de levadura
| P (g/L) /L)
Qoncentramon méaxima de 56 0.94 15
biomasa
Productividad 3 0.94 1.5
Velocidad de crecimiento 3 0.94 1.5

En nuestro caso, el objetivo central fue el de incrementar la concentracion de biomasa micelial,

siendo importante también, considerar los tiempos requeridos para ello, que determinan la

productividad del proceso. Las condiciones de proceso necesarias para lograr la combinacién de

ambos aspectos (la mayor produccién de biomasa en el menor tiempo) difieren en el pH del

medio de cultivo. Sin duda ésta diferencia es importante de analizar con el fin de determinar que

aspectos 0 que otros factores (ya sea del cultivo o fisioldgicos, si los hubiera), influyen en el
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proceso. Con ello podria determinarse que aspectos repercuten y hacen que las condiciones de
cultivo requeridas para obtener la mayor respuesta en los tres parametros evaluados sean
diferentes (tabla 5.8). Como se observa en la tabla 5.8, la mayor productividad y velocidad de
crecimiento del hongo se obtiene a pH 3; sin embargo, las concentraciones de biomasa generadas
en los cultivos desarrollados a este pH no superaron los 6 g/L. Es probable que otros factores
estén limitando el crecimiento del hongo. Como se mostrara posteriormente, en las cinéticas de
los procesos es evidente el mejoramiento en la productividad del proceso y en la velocidad de
crecimiento del hongo al cultivarlo a pH 3, con respecto de lo observado al cultivarlo a pH 5.6.
Sin embargo, éste mejoramiento sélo sucede durante un tiempo-corto de cultivo, es decir, la fase
de crecimiento lineal del hongo cultivado a pH 3 es menos prolongada que la observada en los
cultivos a pH 5.6. Es posible atribuir éstos comportamientos a la produccién de metabolitos

toxicos que afecten la fisiologia del hongo.

En ésta seccidn se presentd el andlisis de varianza del disefio factorial llevado a cabo en el
presente trabajo. Se demostraron los efectos del pH, del extracto de levadura y del sulfato de
amonio, sobre tres respuestas de importancia en el proceso. Mediante el analisis de varianza
pueden sefialarse y diferenciarse efectos estadisticamente significativos en un proceso (si los
hubiera). Sin embargo, los efectos fisiologicos que puedan presentarse en el microorganismo, son
de fundamental importancia y deben analizarse y considerarse para proponer alternativas que
resulten en una mejora en el proceso. Por ello, en la siguiente seccién se presentan y analizan -
desde el punto de vista cinético y fisioldgico-, las cinéticas de crecimiento de Trichoderma

harzianum, correspondientes a los procesos llevados a cabo en el disefio factorial,

5.2 Evaluacién cinética de los factores sobre la produccion de biomasa
micelial de Trichoderma harzianum

Para clasificar los experimentos se utilizd la numeracién mostrada en la tabla 4.2 (de la seccién
de Materiales y métodos). Como se demostré en el andlisis de varianza, el error experimental
observado al realizar las réplicas de los experimentos, se encontrod entre los residuos, indicando la
reproducibilidad de los experimentos. Por ello, se omitié presentar la desviacidén estindar de los

procesos.
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5.2.1  Cultivos realizados a pH 3

En la figura 5.7 se presenta el primer bloque de experimentos realizados a pH 3 (procesos 1 al 4,
tabla 4.2). Se muestran las cinéticas correspondientes a la concentracién de biomasa,
concentracion de glucosa residual, consumo de amonio y tension de oxigeno disuelto (TOD) en el

proceso de produccién de biomasa micelial de Trichoderma harzianum.
5.2.1.1 Efecto del extracto de levadura

Las concentraciones de biomasa generadas en los cultivos a pH= 3 no rebasaron los 6 g/L, en
ningun caso de las condiciones evaluadas (figura 5.7a). El efecto de la adicion del extracto de
levadura (EL) se observa principalmente en una reduccién (de 12 horas) de la etapa de
germinacion del hongo en el medio de cultivo, independientemente de 1a concentracién de sulfato
de amonio utilizada. Con EL la fase de germinacion del hongo fue de 24 horas. Sin éste
nutriente, los cultivos presentaron una fase de germinacion de 36 horas. Otro efecto importante
del EL se observo en las velocidades de crecimiento del hongo, en la productividad y en el
rendimiento de los procesos. Las velocidades de crecimiento del hongo al adicionar EL al medio
de cultivo fueron superiores (0.097 y 0.15, para 5.6 y 094 g/L. de sulfato de amonio,
respectivamente, tabla 5.9), respecto a los cultivos que no contenian este nutriente, cuvas
velocidades fueron de 0.074 y 0.052 g/L-h (para 5.6 y 0.94 g/L. de sulfato de amonio,
respectivamente tabla 5.9). El incremento en la velocidad de crecimiento por el uso de extracto
de levadura ha sido reportada para Lactobacullis helveticus (Amrane y Pringent, 1998) y para
Trichoderma reesei {Marten et al, 1996, Domingues et al, 2000).

Como se mostré en el andlisis de varianza correspondiente a la evaluacion de la produccion de la
biomasa méxima, el factor mas importante en esta respuesta es el exiracto de levadura. Con la
adicion de éste nutriente al medio de cultivo redujo la fase de germinacién del hongo y se
incrementé importantemente la concentracién de biomasa. Efectos similares han sido reportados
por Amrane y Prigent (1998), Marten et al, (1996) y Domingues et al, (2000). La caracteristica
del extracto de levadura para incrementar la concentracién de biomasa es principalmente la
presencia de vitaminas, polipéptidos, cofactores y otros compuestos caracterfsticos de nutrientes

complejos (Domingues et al, 2000). En el caso del extracto de levadura utilizado en éste trabajo,
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el andlisis quimico (proporcionado por el proveedor) indica la presencia de proteinas, péptidos,

aminodcidos libres, vitaminas y minerales.

Las mayores productividades y rendimientos se obtuvieron al utilizar extracto de levadura (tabla
5.9). Los rendimientos fueron cercanos a los rendimientos reportados para hongos (como
Penicillium chrysogenum) en cultivo batch y utilizando glucosa como fuente de carbono (Doran,
1998).

Tabla 5.9 Parametros cinéticos y rendimiento de Trichoderma harzianum como
funcion de la concentraciéon de sulfato de amonio y del extracto de
levadura (a pH = 3).

Velocidad de | Productividad |Rendimiento*
No. preceso, simbolo y crecimiento (mg/L'h) {Bhiomasa'E sust. )
condiciones (g/L'h)
1, —*—
Con extracto de levadura y 5.6 0.097 90 0.45
g/L de sulfato de amonio
2, e
Sin extracto de levadura y 5.6 0.074 54 0.41
g/ de sulfato de amonio
3, ~m
Con extracto de levadura y 0.15 110 0.58
0.94 g/L de sulfato de amonio
4, an mn-
Sin extracto de levadura y 0.94 0.052 27 0.4
g/L de sulfato de amonio

* El rendimiento se calculd en base a la concentracion de sustrato consumido.

Al cultivar el hongo con EL, los requerimientos de oxigeno fueron también mayores: los niveles
de oxigeno disuelto de los cultivos suplementados con extracto de levadura decayeron desde el
100 % de TOD hasta un nivel del 0 % en 24 horas de cultive (figura 5.7d), a pesar de los
incrementos en la aireacidn. Esta observacion coincidié con la fase lineal de crecimiento del
hongo. Considerando las concentraciones criticas de oxigeno{Cy reportadas para Trichoderma
harzianum cultivado bajo diferentes condiciones, las cuales van desde alrededor del 4 % de TOD,
que corresponde a 0.010 mM O,/L (para cultivos con 4 fases, Rocha-Valadez et al, 2000), 15 %

para Trichoderma viride (en medio suplementado con celulosa como sustrato, Marten ef al, 1996)
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y 3.6 % (0.010 mM Oy/L para Penicillium chrysogenum, Atkinson y Mavituna, 1983), es

probable que durante estos cultivos el hongo sufriera limitaciones de oxigeno.

En los cultivos sin EL, la TOD decayé hasta un nivel del 5 %, hasta las 48 h de cultivo
(independientemente de la concentracién de sulfato de amonio utilizada en el medio de cultivo),
debido probablemente a las bajas concentraciones de biomasa generadas en éstos procesos como
consecuencia de posibles efectos del i6n amonio sobre el hongo y que se discutirdn a

continuacion.

5.2.1.2 Efecto del sulfato de amonio

La evaluacion de las diferentes concentraciones de sulfato de amonio (SA) en el cultivo de
Trichoderma, demostraron dos efectos importantes: la limifacion de este nutriente a edad
temprana del cultivo (60 horas) cuando se utilizan concentraciones de 0.94 g/L y sin extracto de
levadura. Por otro lado, al adicionar 5.6 g/I. de SA al medio se observd un efecto inhibitorio,
parcial, del amonio sobre el crecimiento del hongo. La velbcidad de crecimiento del hongo
cultivado con 5.6 g/l de SA (y con extracto de levadura para no implicar limitaciones de
nitrégeno en la comparacién), fue menor (0.097 g/L'h) con respecto de cuando se cultiva con
0.94 ¢/L de SA (0.15 g/L-h). Consecuentemente, para Iograr. 1a misma concentracion de biomasa
(5.3 g/L), en el culiivo realizado con 5.6 g/L. de SA presenta un retraso de 12 horas respecto del
que se realizo con 0.94 g/l de SA (figura 5.7a). Ademas, la concentracion de biomasa micelial
no aumentd al adicionar 5.6 g/L de SA con respecto a la biomasa generada con 0.94 g/L. de SA
(en ambos cultivos se generaron 6 g/l. como méaximo). Es importante mencionar que durante los
cultivos el hongo no estuvo limitado en la fuente de carbono (glucosa) durante todo el proceso
(figura 5.7b). |

Comparando la velocidad de crecimiento del hongo y las concentraciones de biomasa de los
cultivos desarrollados con y sin extracto de levadura y 5.6 g/L de SA, no se observan diferencias
importantes: la velocidad de crecimiento no es muy diferente, cuando se cultiva con EL y 5.6
g/L de SA (0.097 g/L-h) respecto de 0.074 g/L-h al cultivarlo sin exiracto de levadura y 5.6 g/

de SA. Las concentraciones de biomasa fueron de 5.3 g/L para los cultivos con y sin extracto de
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levadura, Si consideramos, ademas, que durante el cultivo del hongo utilizando 5.6 g/L de
amonio, éste no se consume en su totalidad. Tas observaciones mencionadas indican en el
cultivo del hongo, el extracto de levadura proporciona nutrientes importantes para el crecimiento

del hongo como pueden ser factores de crecimiento y /o vitaminas.

Finalmente, en los cultivos sin EL y 0.94 g/L. de SA el hongo presentd la menor velocidad de
crecimiento (0.052 g/L-h, tabla 5.9), debido a la limitacién de nitrégeno que se observa a partir
de las 60 horas en el caldo (figura 5.7¢). Esta limitaciéon de suifato de amonio en los cultivos
desarrolados con 0.94 g/L de SA sin extracto de levadura, coincidié con el incremento en la

TOD y con el detenimiento en el crecimiento del hongo (figura 5.7 a, c, y d).

Al adicionar extracto de levadura, no se presentan limitaciones en la fuente de nitrégeno, ya que
al consumirse el 16n amonio, el hongo tiene disponible el nitrogeno contenido en el extracto de
levadura. Al existir limitaciones en la fuente de nitrégeno inorgénico (con 0.94 g/L. de SA), no se
estin satisfaciendo las necesidades esenciales del hongo. Por otro lado, al proporcionarse 5.6 g/L.

de SA en el medio de cultivo, se presentan efectos inhibitorios, parciales, del ion amonio.

La toxicidad del ion amonio ha sido ampliamente documentada para c¢€lulas de eucariotes
superiores (Ramirez, 1996). Sin embargo, la toxicidad y otros efectos del amonio pueden ser muy
variados y dependeran fuertemente de la linea celular (Martinelle y Higgstrém, 1993). Se han
propuesto los siguientes mecanismos para explicar la toxicidad del amonio: la alteracién de
gradientes electroquimicos en la célula, la inhibicién de reacciones enzimaticas, cambios de pH
intracelular y el incremento en la demanda de la energia de mantenimiento (Martinelle y
Higgstrom, 1993). En el caso de hongos filamentosos, los estudios sobre la toxicidad del amonio
son escasos. Se ha estudiado el mecanismo de transporte del ion amonio utilizando amonio
metilado y marcado (*C), sin embargo los resultados no han sido convincentes (por diferentes
dificultades que se han presentado en los estudios, Griffin, 1994). Especificamente para
Trichoderma, hasta este momenio y hasta nuestro conocimiento, los efectos de inhibicién del ion

amonio no han sido reportados.
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5.2.2 Cultivos realizados a pH 5.6
5.2.2.1 Efecto del extracto de levadura

Los efectos del EL en los cultivos desarroilados a pH 5.6 fueron similares a los observados en los
cultivos desarrollados a pH 3. Esto es, con EL, las concentraciones de biomasa generadas en los
cultivos fueron mayores y se observd también una reduccién de 12 horas en la fase de
germinacion del hongo (figura 5.8a). Sin embargo, es de considerar que en este caso la mayor
concentracién de biomasa fue de 9.2 g/L (utilizando 0.94 g/L de SA y 1.5 g/L de EL, respecto de
5.3 g/L obtenida con esta concentracion de SA, 1.5 g/L de EL. y pH 3). Las ventajas de utilizar el
extracto de levadura fueron también evidentes al comparar la velocidad de crecimiento del
hongo, la productividad y los rendimientos de los procesos, que en general fueron més altas en

los cultivos suplementados con EL (tabla 5.10)..

Los niveles de oxigeno disuelto de los cultivos suplementados con extracto de levadura
decayeron desde el 100 % de TOD, hasta un nivel del 0 % en 24 horas de cultivo (figura 5.8d),
debido al crecimiento del hongo. Como se ha mencionado, considerando la Ceq del hongo, es

probable que durante estas etapas el hongo sufriera limitaciones de oxigeno.

Sin extracto de levadura, las concentraciones de biomasa fueron muy bajas, no rebasando los 2
g/1. (independientemente de la concentracidon de sulfato de amonio utilizada), Consecuentemente,

la TOD de los cultivos se mantuvo en niveles superiores al 5 %.

Las velocidades de crecimiento del hongo en los cultivos con EL no cambiaron importantemente
respecto de los cultivos sin EL. Con EL el hongo presentd una velocidad de crecimiento de 0.06
g/Le-h y 0.070 g/L-h para 5.6 y 0.94 g/L de sulfato de amonio, respectivamente. Los cultivos sin
EL presentaron una velocidad de crecimiento de 0.067 y 0.034 para 5.6 y 0.94 g/L de SA,
respectivamente. Sin embargo, las concentraciones de biomasa alcanzadas en los cultivos
desarrollados con y sin El fueron significativamente diferentes. De nuevo, los resultados de estos
cultivos sugirieron efectos inhibitorios del SA y posibles efectos del pH sobre el crecimiento del

hongo, que se discutiran a continuacién.

52



Resultados y discusion

14 -
12 -
10 -

gf'\ 8—“:“

ES 1

2~ 6 —-

& L
4_...
2 O "= Esporulacién
o St T L
40 -

Ghacosa residual
(@/L)

80

[

.
=

7z 70 T o .
1 60 T "
Eg ST

g E 40

"é 30 T

g 20 —+

[~

[}

100
80
60 -
40

20

Tension de oxigeno disuelto
{% de saturacion)

120 144 168
Tiempo de cultivo (h)

Figura 5.8 Cinéticas de biomasa micelial, sustrato, amonio y TOD en el cultivo de
Trichoderma harzianum a pH 5.6 y diferentes concentraciones de sulfato de
amonio y extracto de levadura. Leyendas:
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5 5.6 1.5
-0, 6 5.6 0
~m. 7 0.94 15
e, 8 0.94 0
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Tabla 5.10 Parametros cinéticos y rendimiento de Trichoderma harzianum come
funcion de la concentracion de sulfato de amonio y del extracto de

levadura ( a pH 5.6).
Velocidad de Productividad | Rendimiento
crecimiento {mg/Lh) (Zviomasa’S sust. }
No. Proceso, simbolo y (g/L'h)
condiciones
5,~o—
Con extracto de levadura y 5.6 0.06 64.5 0.22
g/L de sulfato de amonio
6, o
Sin extracto de levadura y 5.6 0.067 46 0.29
g/L de sulfato de amonio :
7, ~W
Con exiracto de levadura y 0.070 95 42.8
0.94 g/L de sulfato de amonio
8’ wvu [TJaae
Sin extracto de levadura y 0.94 0.034 24 0.58
g/L de suifato de amonio

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

5.2.2.2 Efecto del sulfate de amonio

Al igual que en los cultivos realizados a pH 3, al adicionar (.94 g/L de SA, sin EL, los niveles del
amonio empezaban a ser indetectables a partir de las 48 horas (figura 5.8¢), sugiriendo -
nuevamente-, posibles limitaciones de esta fuente de nitrégeno. Sin embargo, al adicionar 5.6 g/
de SA, no se observd un incremento en la concentracion de biomasa micelial (figura 5.8a). Asi
mismo, la velocidad de crecimiento del hongo con EL y 5.6 g/l de SA (0.06 g/L-h) no fue
diferente respecto de cuando se cultivé con 0.94 g/L de SA (0.070 g/L-h). Este comportamiento
puede atribuirse a posibles efectos inhibitorios del ion amonio sobre ¢l hongo. El hongo presentd
la menor velocidad de crecimiento (0.034 g/L-h) al cultivarlo con 0.94 g/L. de SA, sin extracto de
levadura, debido a la limitacion de nitrégeno en el cultivo y probablemente a efectos infhibitorios

de metabolitos que se describen a continuacién.
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5.2.3 Efecto del pH

Comparando ahora los datos para las mismas condiciones (i.e. EL y SA) a los dos valores de pH
probados, es posible indicar que, €l pH ejercié efectos importantes principalmente en dos
aspectos:

1) Sobre el crecimiento: la concentracién de biomasa mas alta se obtuvo a pH 5.6 (9.2 g/L,
en los cultivos con 0.94 g/L de sulfato de amonio y 1.5 g/L de extracto de levadura,
(figura 5.8a). A pH 3, las concentraciones de biomasa no rebasaron los 6 g/L, bajo
ninguna de las condiciones (figura 5.7a).

2) Sobre Ia esporulacion del hongo: a pH 5.6, en los cultivos desarrollados sin extracto de
levadura ¢ independientemente de la concentracién de sulfato de amonio, €l crecimiento
micelial fue muy pobre (no rebasé los 2 g/L) v, a partir de las 60 horas de cultivo, la

esporulacion del hongo fue evidente .
5.2.3.1. Posibles efectos del pH sobre el crecimiento

Respecto a los efectos del pH sobre el crecimiento del hongo se observaron algunos aspectos
importantes. De acuerdo al analisis de varianza, el pH ejerce un efecto muy importante en la
productividad y en la velocidad de crecimiento del hongo. El pH sugerido para obtener los
valores mas altos en estos dos parametros es el pH 3, con 1.5 g /L de extracto de levadura y 0.94
g/l. de sulfato de amonio (figuras 5.4 y 5.6). Sin embargo, como ya se menciond, las
concentraciones de biomasa de los cultivos realizados a este pH fueron menores que las
generadas a pH 5.6, pudiendo parecer estos resultados contradictorios. Como se observa en la
figura 5.7, la fase lineal de crecimiento del hongo a pH 3 (con extracto de levadura) presenta una
velocidad de crecimiento més alta que la observada pH 5.6 (tabla 5.9 vy 5.10). La diferencia
radica en QUe esta fase lineal de crecimiento es menos prolongada, finalizando a una edad
temprana del cultivo (entre las 48 y las 60 horas). Es probable que en el cutlivo del hongo a pH 3
se generen metabolitos tdxicos que afecten la fisiologia del hongo. Se sabe que el pH afecta otros
factores, incluyendo la pei‘meabilidad de la membrana y la disociacién de moléculas a iones
(Deacon, 1980; Griffin 1994). Por lo tanto, un hongo puede ser incapaz de consumir nutrientes
esenciales a cierto pH o puede encontrar niveles tdxicos de algunos compuestos, dependiendo de

si éstos son més tdxicos en su forma disociada o no disociada (Deacon, 1980). En este caso, el
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efecto del pH y del ion amonio pueden estar reiacionados. El amonio en la célula es
transportando en forma de amoniaco liberdndose el ion hidrégeno, por lo que el pH del medio
puede acidificarse hasta un nivel que no sea tolerable por el hongo (Griffin, 1994). En el caso de
los cultivos desarrollados a pH 5.6, éstos efectos fueron contrarrestados por el control automatico

del pH --que se realizo con NaOH- y seguramente por ello, el crecimiento del hongo fue mayor.

5.2.3.2 Posibles efectos del pH sobre la esporulacién del hongo

La esporulacion del hongo observada en los cultivos a pH 5.6 (sin extracto de levadura e
independientemente de la concentracion de sulfato de amonio) sugiere por un lado, que a pH 5.6,
el extracto de levadura es alin mas importante tanto para disminuir posibles efectos toxicos del
sulfato de amonio, como para utilizarse como fuente de nitrégeno (cuando el amonio se
proporcione en bajas concentraciones). Por otro lado, debido a que la esporulacién del hongo no
se observo en los cultivos realizados a pH 3, existe la posibilidad de que el efecto del pH sea
especificamente sobre las especies disociadas del CO, y éstas a su vez sobre la esporulacion del
hongo. Los efectos del CO, varian dependiendo del pH utilizado en el cultivo. Un hongo puede
sufrir efectos toxicos de algunos compuestos, dependiendo de si éstos compuestos se encuentran
en forma disociada o no disociada (esto en funcién del pH). Dependiendo del pH del medio de
cultivo, el CO; puede presentar efectos tdxicos, dependiendo de las especies disociadas (H,
HCO3", COs). En varios estudios se ha demostrado que el CO; es toxico para un amplio rango de

tipos de lineas celulares, entre los que se incluyen bacterias, levaduras y hongos.

Ha existido la duda sobre los mecanismos y las especies particulares que determinan los efectos
del CO,. En agua, mas del 99 % del CO; disuelto existe como gas disperso. Menos del 1 %
existe como gas carbénico (H;COs), el cual se disocia para generar iones hidrégeno (H'), iones
bicarbonato (HCOs) y una pequefia cantidad de iones carbonato (CO;") (Seafiez, 1999). Estudios
sobre los efectos del CO; a diferentes pH sugieren que los hongos son mas sensibles al ion
bicarbonato que al CO;. En otras palabras, el CO, es mas toxico a niveles altos de pH (Deacon,
1980). En la tabla 5.11 se presentan las concentraciones relativas (en kmol) de CO,, H,CO;,
HCO; en funcién del pH. Como se observa, a pH 5.5, en la disolucién de 1 kmol de CO,, se
encuentran presentes 0.08 kmol del ion bicarbonato. A pH 3, el CO; disuelto es el principal

componente y la concentracion de las especies disociadas es minima. Es probable que el HCO,
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gjerza un efecto toxico sobre Irichoderma harzianum cultivado a pH 5.6 y sin extracto de
levadura, el cual, aunado con los efectos del idn amonio inhiba el crecimiento micelial del hongo
y se favorezca ademas, la esporulacion. Existen estudios que demuestran efectos importantes del
CO, sobre la morfologia de hongos miceliales cultivados en fermentacion sumergida (Malntyre
and McNeil, 1997).

Tabla 5.11 Concentraciones relativas de CO,, HoCO; y HCO; en funcion del pH.

pH CO; H,CO; HCO;
6.0 1 0.001 | 0.25
55 1 0.001 0.08
5.0 1 0.001 0.03
4.5 1 0.001 0.008

4.0 i 0.001 0.003

Tomada de McIntyre and McNeil (1997).

Los efectos del CO; sobré el crecimiento de hongos, su esporulacién y la produccién de
metabolitos ha sido reportada para cultivos de Aspergillus niger y Trichoderma, cultivados en
medio solido (Desgranges y Durand, 1990). Los autores reportaron un incremento en la velocidad
de crecimiento radial y una inhibicién de la esporulacién a bajas presiones de CO,. Sin embargo,
existe una gran discrepancia de los efectos del CO, dependiendo del microorganismo y en
funcién del metabolito evaluado (Desgranges y Durand, 1990). En nuestro trabajo, es probable
que el CO; (por si mismo, o probablemente en combinacion con efectos del i6n amonio) inhiba el

crecimiento micelial de Trichoderma harzianum e induzca esporulacion (esto ultimo a pH 5.6).

Es importante hacer notar que en el presente trabajo no se realizaron experimentos especificos
con el fin de avaluar los efectos del CO,, y desde luego valdria la pena profundizar en estos

estudios.
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De los datos de concentraciones de biomasa de los experimentos incluidos en el disefio factorial,
se obsevd que al cultivar al hongo bajo las condiciones que generaron la mayor concentracién de
biomasa (9.4 g/L, pH= 5.6, 0.94 g/L de sulfato de amonio y 1.5 g/L de extracto de levadura), esta
concentracién de biomasa probablemente no podria incrementarse mas, dado que el rendimiento
obtenido (42.8 %) es cercano al reportado para cultivo.s con hongos en cultivo batch y con
glucosa como sustrato (Doran, 1998). Por otro lado, los perfiles de TOD y de consumo de
amonio demostraron que después de las 24 y 40 horas de cultivo, respectivamente, era muy
probable que el hongo estuviera limitado por éstos sustratos. Aunado a esto, se observaron
deficiencias en el mezclado del caldo de cultivo como consecuencia de la concentracién de
biomasa generada. Como se muestra en la figura 5. 9, el micelio se acumul6 principalmente
entre los bafles y la pared del biorreactor, generando zonas muertas (mal mezcladas). Estas zonas
fueron mas grandes a medida que el proceso avanzaba (como consecuencia del incremento en la
biomasa).

En resumen, a partir de los resultados y observaciones mostrados en la seccn’m 5 2 ycon el
objetivo de incrementar la concentracién de biomasa micelial (respecto al proceso medlante el
cual se obtuvo la mayor concentracion de biomasa: 9.2 g/L, proceso realizado a pH 5.6, con 0.94

g/L de sulfato de amonio y 1.5 g/L de extracto de levadura), se propuso la siguiente estrategia:

- Realizar cultivos en los gue se alimente amonio al caldo de cultivo (a partir de las 36

horas de cultivo cuando Ia concentracion de amonio es minima).

- Utilizar impulsores de mayor didmetro y/o ofro tipo de difusores, para mejorar la

transferencia de oxigeno e incrementar la TOD en el caldo de cultivo.

- Incrementar la agitacién en el proceso para abatir las deficiencias en el mezclado.
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Figura 5.9 Visualizacién de las limitaciones de mezclado en el cultive de Trichoderma
harganum en el medio con 0.94 g/L de sulfato de ameonio, 1.5 g/L de extracto
de levadura y a pH 5.6,

5.3 Cultives alimentados

Con las propuestas surgidas del analisis de las cinéticas de los procesos en lote, se realizoé un

proceso con las siguientes caracteristicas:

- Adicién intermitente de solucion de hidroxido de amonio como sistema de control de pH,
con €l objeto de evitar limitaciones de la fuente de nitrogeno.

~  Para abatir las limitaciones en la transferencia de oxigeno, se utilizé un difusor de anillo e
impulsores de mayor diametro (de 10.5 cm de diadmetro, D/T= 0.5).

- A las 72 horas de cultivo, se realiz6 también una adicién de glucosa a manera de

incrementar su concentracion en 10 g/l de medio de cultivo. A esta edad del cultivo, ia
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concentracion de glucosa se encontraba en un rango de entre 5 y 10 g/L. En conjunto con
esta adicion de glucosa se incrementé la agitacion del biorreactor a 350 rpm.

En lo sucesivo, este cultivo se denominara cultivo alimentado

En la figura 5.10 se muestran las cinéticas del proceso alimentado y se comparan con el cultivo
en el que se obtuvo la mayor concentracién de biomasa bajo las condiciones {(en lote) evaluadas
del disefio factorial (considerado como control para la comparacidn de estos procesos, proceso 7

de la figura 5.8) y a partir del cual se realizaron los cambios mencionados.

En este proceso se logrd incrementar la concentracion de biomasa hasta 13 g/L a las 84 horas de
cultivo, respecto de 9.2 g/1. que se generaron en el cultivo control (figura 5.10a). Las diferencias
entre los dos procesos son notables a partir de las 48 horas de cultivo, debido probablemente a
que la alimentacion del amonio se inicié desde las 36 horas (figura 5.10c), con lo que se evit6 la
limitacién de este nutriente. La concentracion de biomasa obtenida bajo estas condiciones
representa un mejoramiento importante y significativo en el proceso. Fue evidente el incremento
en los niveles de la tensidn de oxigeno disuelto en el cultivo, debido seguramente al uso de de los
impulsores mas grandes para la agitacion del proceso (D/T=‘ 0.5), asi como al uso del difusor de
anillo con que se equipd el biorreactor. Considerando las Cey (TOD critica) reportadas para
diferentes cepas de Trichoderma (cuyos niveles sefialan un nivel de TOD por encima de 3.6 %
(ver Rocha Valadez ef al, 2000 quienes reportaron una comparacién de las Cg; para
Trichoderma harzianum y Penicillium chrysogenum), podemos inferir que el hongo no estuvo
limitado por oxigeno durante el proceso, por lo menos hasta las 36 horas de cultivo. Como se
observa en la figura 5.10d, la TOD se mantuvo por encin;a del 10 % hasta las 36 horas. A partir
de este tiempo y hasta las 72 horas de cultivo, se mantuvo un nivel aproximado del 3 %. Si bien
la concentracion de oxigeno no es superior a la Co,p  (mencionada para diferentes cultivos de
Trichoderma y Penicillium), el perfil lineal de crecimiento observado en el cultivo (figura 5.10a)

no sugiere limitacién de este nutriente.
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Figura 5.10 Cinéticas de biomasa, glucosa residual, amonio y TOD en el caltivo
alimentado, comparado con el cultivo en lote.

¢ Cultivo alimentado
® Cultivo en lote (proceso 7)
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Para el caso del cultivo control, como se habia destacado con anterioridad, la limitacién en el
oxigeno disuelto es evidente a partir de las 24 horas de cultivo (figura 5.10d). Sin embargo, en el
~ proceso alimentado, la TOD se incrementd importantemente a partir de las 72 horas de cultivo.
Esto coincidio con el incremento en la concentracion de amonio, que inici6 en el mismo periodo
de cultivo. Considerando que no se observaron limitaciones en la glucosa presente en el caldo de
cultivo (figura 5.10b), estos resultados sugirieron nuevamente posibles efectos inhibitorios del

del amonio sobre el crecimiento del hongo.

Respecto del mezclado del proceso, se sabe que on fermentaciones miceliales, los aspectos de
mezclado son particularmente criticos debido a las caracteristicas no Newtonianas del caldo y a
una alta demanda de oxigeno (Vanags ef al, 1995). En ellos, intervienen diferentes caracteristicas
(la transferencia de masa, las propiedades reoldgicas del caldo, 1a sensibilidad de las células ai
estrés, por mencionar algunos) que influencian el desarrollo de fermentaciones miceliales
(Vanags et al, 1995). Por ello, las condiciones de agitacién requieren de gran atencion. Por
ejemplo, la seleccion de la geometria del impulsor, su posicién y el nimero de ellos utilizados en
el sistema de agitacion y la potencia aplicada, determinan las fuerzas mecéanicas que podrian
afectar al microorgasnismo en un fermentador e influencian el crecimiento y/o la formacién de
producto. Estos efectos se dan por cambios en la morfologia y por la induccién de la
diferenciacién de las hifas (Justen ef al, 1996). Asi, para cada microorganismo las condiciones

optimas de agitacion deben establecerse (Justen et al, 1996).

Sobre este aspecto, para Trichoderma sp, se han realizado diversos estudios relacionados con
aspectos de la agitacién del proceso. El objetivo de ellos fue el incrementar la concentracién de
biomasa y/o algin metabolito de interés. Mukataka y colaboradores (1988) estudiaron la
actividad de la celulasa (complejo multienzimatico) producida por Trichoderma reesei, cultivado
a diferentes velocidades de agitacién (200, 300, 400 y 500 rpm) con turbinas Rushton (D/T= 0.5;
relacién didmetro del impulsor-didmetro del tanque) y manteniendo la concentracion de oxigeno
del cultivo en niveles superiores a 3 ppm. Cada componente de! complejo multienzimatico que
constifuye la enzima requinié diferentes niveles de agitacion, que en general fueron 200 y 300
rpm (con excepcién de la B-glucosidasa gue requirié de 400 rpm). Los autores observaron
también el efecto de la agitacidén sobre la morfologia del hongo: de 100 a 300 rpm observaron la

formacién de “pellets”, mientras que al incrementar la agitacién los “pellets” no se formaron. Sin
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embargo, estos incrementos en la agitacién produjeron rompimiento micelial y baja
productividad de la enzima. Esta baja productividad es probablemente debida al dafio ocasionado
al micelio (Mukataka et al, 1988). Felse y Panda (2000) han evaluado también los efectos de la
agitacion sobre cultivos de Trichoderma {cepa NCIN 1185) y la produccién de quitinasas por éste
hongo. Esos autores evaluaron velocidades de agitacion de 150 a 300 rpm (con turbinas Ruhston
D/T= 0.18). Observaron un incremento en el crecimiento celular y en la produccién de la enzima

hasta a 224 rpm. Reportaron una disminucién en el crecimiento a partir de los 270 rpm.

Considerando las relativamente bajas velocidades de agitacion y la baja relacion D/T utilizada en
este estudio (comparada con otros estudios, v.g. Lejeune y Baron, 1995; Marten ef af, 1996)
podria pensarse que T. harzianum NCIM 1185 fuera mas sensible al estrés mecanico que otros
microorganismos, por gjemplo, que I. reesei QM 9414 y T. reesei RUT-C30, como podra
observarse a continuacion. En el caso de la cepa T, reesei QM 9414, Lejeune y Baron (1995)
evaluaron el efecto de la agitacion sobre el crecimiento y la produccion de celulasas y xilanasas.
En este estudio se utilizaron turbinas Ruhston con una D/T = 0.58, evaluandose agitaciones de
130, 200, 300 y 400 rpm. El crecimiento del hongo no se afectd al cultivar el hongo a 400 rpm,
sin embargo, la actividad de las enzimas fue mayor a 200 rpm. Para la cepa T. reesei RUT-C30,
Marten y colaboradores (1996) evaluaron diferentes velocidades de agitacion (250, 400 y 550
rpm) sobre el crecimiento del hongo. En general, la concentracion de biomasa fue similar para
todas las velocidades de agitacién. La diferencia fue el tiempo de cultivo requerido para ello: a
mayor velocidad de agitacion, menor tiempo de cultivo requerido. Otra caracteristica importante
fue que ¢l micelio fue mas corto a médida que se incrementd la velocidad de agitacion. Los
efectos de la agitacion sobre el micelio se ha estudiado también para el caso de otros hongos
como Penicillium chrysogenum, en donde se observaron comportamientos similares: el largo de
la hifa principal decrecié dependiendo del incremento en la velocidad de velocidad de agitacion
(Makagiansar et al, 1993).

Para comparar la sensibilidad al estrés mecénico de las cepas estudiadas en los reportes anteriores -
se calculo la potencia gaseada sumistrada al caldo de fermentacion (Pg/V) de cada estudio. Se
utilizaron los datos proporcionados en cada uno de los articulos. Los nimeros de potencia

gaseada Pg para cada implusor se tomaron de Justen et al, 1996.
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En la tabla 5.12 se presenta la potencia suministrada en los caldos de fermentacion en las

condiciones que fueron éptimas para la funcién objetivo del estudio realizado.

Tabla 5.12 Comparacion de la sensibilidad al estrés mecanico —medido como potencia
volumétrica gaseada - para diferentes cepas de Trichoderma.

' ' Potencia volumétrica | oy covo siones a niveles
Cepa y referencia Funcion objetivo gaseada 6ptima . d A
(Pg/V, w/L) superiores de la Pg/V éptima
T. reesei QM 9414 Produccién de 0.64 izrgﬁé":‘i?;m d““c‘;‘"al y la
(Mukataka ef al, 1988) celulasas g A ¢ la cnama
iIsminuyo
ﬁéﬁgzﬁgm Produccién de 0.0018 La produccion de la enzima

(Felse y Panda, 2000) quiiinasass disminuyd

T. harzianum . ‘ 0.0025
NCIN 1185 Crecimiento micelial ’ El crecimiento micelial decrecid
(Felse y Panda, 2000)

T. reesei QM 9414
(Lejeune y Baron et al,
1995)-

T. reesei QM 9414

(Lejeune y Baron er al,|Crecimiento micelial| 1.95 L:a c:once:ntraclon de biomasa
1995).- disminuyé

Actividad de 0.57 [la actividad de la enzima
celulasas y xilanasas disminuyd

Como se obsreva en la tabla 5.12 la produccién de quitinasas por T. harzianum NCIN 1185 fue
mas sensible al estrés mecanico que lacepa de T. reesei QM 9414. Por otro lado, se demuestra
que existen diferencias en los requerimientos del hongo dependiendo de la funcién objetivo. Por
gjmplo, para 7. reesei QM 9414, la produccion de celulasa y xilanasa debe realizarse a potencias
volumétricas menores a 0.57 w/L. Sin embargo, el crecimiento del microorganismo puede
realizarse utilizando potencias de hasta 1.95 w/L. La diferencia en las condiciones mencionadas
es atribuible a la sensibilidad de la enzima al estrés mecénico (Lejeune y Baron, 1995). Para el
caso de la cepa de T. harzianum NCIN 1185 las potencias optimas para el crecimiento y la
producccion de quitinasa es muy similar. Ademds, puede se observa que la cepa de 7. harzianum

NCIN 1185 fue mas sensible al estrés mecanico que T reesei QM 9414,
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Los reportes anteriores demuestran la importancia de evaluar las condiciones de agitacién para
cada microorganimo y para cada funcidn objetivo. Por otro lado, es necesario evaluar los efectos
de la agitacién también en términos de la viabilidad de microorganismo, aspecto escasamente

considerado en la literatura.

En nuestro estudio el incremento en la agitacion a 350 rpm (Pg/V = 1.6 w/L) se realizé como
respuesta a la observacion de zonas muertas en el biorreactor. Este incremento se llevo a cabo en
la fase lineal de crecimiento. Si bien los efectos de la agitacién no fueron evaluados
independientemente de los efectos del 16n amonio (inferidos en este estudio), la evaluacién de la
viabilidad de los cultivos (que se muestran en la siguiente seccién) sugieren que la agitacion no

ejercié efectos significativos sobre la viabilidad del hongo.

El rendimiento (en términos de gramos de biomasa producido por gramo de susfrato consumido,

Yx/s)} de los procesos alimentado y en lote fueron similares: 39.3 % y 42.8 % respectivamente, La

diferencia fue el tiempo de cultivo requerido para ello, lo cual se refleja en la productividad. El
proceso alimentado presentd una productividad de 154 mg de biomasa/L.-h y el proceso en lote de

95 mg/L-h. Ello corresponde a una productividad mayor en un 61 %.

Comparando la concentracion de biomasa generada en el cultivo alimentado con las
concentraciones de biomasa generadas en otros cultivos de Trichoderma sp. (Mukataka ef al,
1988; Marten et al, 1996; Felse y Panda 2000) se demuestran ventajas importantes en nuestro
proceso. Por un lado, la concentracion de extracto de levadura utilizada en este estudio es baja
con respecto a las utilizadas en otros procesos (p. ejem. Marten et af (1996) utilizé 10 g/L de
extracto de levadura en el medio de cultivo. Por otro lado, podemos establecer que el costo de
nuestro proceso es también menor con respecto al proceso reportado por Marten y colaboradores
(1996), si consideramos que esos autores obtuvieron 22 g/I. de biomasa micelial en un medio de
cultivo constituido por 10 g/L de extracto de levadura y aireado con aire enriquecido con oxigeno
puro). El uso de las altas concentraciones de éstos nutrientes (extracto de levadura y oxigeno

puro) pueden ser una limitante en el escalamiento del proceso a nivel industrial.

Por su parte, Mukataka y colaboradores (1988) que obtuvieron 10 g/L. en dos dias de cultivo; sin

embargo, en vista de que los autores no reportaron la composicion del medio de cultivo utilizado,
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no fue posible hacer estas comparaciones. Felse y Panda (2000) reportaron la produccién de 15
g/L, de biomasa micelial en un medio complejo utilizando peptona y quitina. Debe destacarse que
]a viabilidad del microorganismo en funcidn de las condiciones de cultivo vy de la agitacién no fue
evaluada especificamente en ninguno de los casos citados. En ellos, los autores evaluaron
solamente el tamafio de las hifas y la morfologia desarrollada. En nuestro estudio, uno de los
objetivos fue el de implementar y validar una técnica mediante la que fuera posible estimar
cuantitativamente la viabilidad de Trichoderma harzianum. Esta parte del proyecto se desarrolio
en colaboracién con el Dr. Mainul Hassan y de ello, se integré un manuscrito que fue aceptado
por la revista Biotechnology and Bivengineering para su publicacion (ver anexo 6). La técnica
propuesta se basa en tinciones fluorescentes (utilizando diacetato de fluoresceina) y analisis de
imagenes. Lo referente a la implementacion y validacién de la técnica asi como al uso del

sistema de analisis de imagenes se presenta en los anexos 3, 4 y 5.

A continuacidén se muestran los resultados de la aplicacion de esta técnica para la evaluacién de

la viabilidad del hongo en funcién de las condiciones y de la edad dei cultivo.

5.4  Viabilidad del micelio de Trichoderma harzianum cultivado bajo diferentes
condiciones en biorreactores de 14 L.

Se evalud la viabilidad de la biomasa (% de area tefiida con FDA) en funcidn de las condiciones
y la edad del cultivo. Debido a que el montaje y validacion de la técnica se realizd
simultaneamente con el desarrollo de las fermentaciones, la viabilidad del micelio se evalué
sobre tres diferentes condiciones de cultivo, que en general representan las concentraciones
minimas y méximas de biomasa generadas en ¢l desarrollo del presente trabajo (disefio factorial y

proceso alimentado). Las condiciones fueron:

1) pH = 3, 0.94 g/L de sulfato de amonio, sin extracto de levadura (biomasa final
=2.4g/L).
2) pH = 5.6, 0.94 g/L de sulfato de amonio, con 1.5 g/L de extracto de levadura

(biomasa final = 9.2 g/L).

3) pH = 5.6, 0.94 g/L de sulfato de amonio, con 1.5 g/L de extracto de levadura,

adicién intermitente de solucién de hidréxido de amonio como sistema de
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control de pH, difusor de anillo, impulsores de 10.5 cm de didmetro (D/T= 0.5).
A las 72 horas de cultivo, se realiz6 una adicién de glucosa para incrementar su
concentracion en 10 g/l de medio de cultivo. A esta edad del cultivo, la
concentracion de glucosa se encontraba en un rango de entre 5 y 10 g/L.
Simultaneamente con esta adicion de glucosa se incrementd la agitacion del

biorreactor a 350 rpm.

En la figura 5.11c¢ se muestra la evolucion de la biomasa viable respecto del tiempo de cultivo.
La biomasa viable fue fuertemente influenciada por las condiciones particulares del proceso. El
cultivo alimentado generd la més alta concentracidén de biomasa viable. A las 84 horas de cultivo,
el 77 % de la biomasa total se enconiraba viable (figura 5,11 a y b). Por otra parte, en los
cultivos en lote, los posibles efectos de limitacién de amonio (al utilizar 0.94g/1. de SA) sobre la
viabilidad del hongo sugeridos en la seccion 5.2 se corroboraron en estos cultivos. En el caso
del cultivo realizado a pH 3, con 0.94 g/l. de SA concentracion de sulfato de amonio la
concentracidén de biomasa viable fue muy baja: 1.3 g/L a las 60 horas de cultivo, lo que equivale
a un 60 % de la biomasa total. En el cultivo desarrollado a pH 5.6, se generaron hasta 4 g/L de

biomasa viable a las 108 horas de cultivo.

Asimismo, si analizamos las datos consignados en la figura 5.11 con el objetivo de verificar los
posibles efectos inhibitorios del amonio sobre la viabilidad del hongo. Para el caso del proceso
alimentado, observamos que los valores del area tefiida con FDA (figura 5.11b), en términos
generales présentan dos perfiles lineales: uno desde el inicio del y hasta las 84 horas de cultivo,
(pendiente 1= -0.22, representado por una linea solida) y otro a partir de este tiempo (84 h) y
hasta el término del cultivo (pendiente 2 = 0.87, representado por una li'nea punteada). El cambio
en la pendiente (que indica una pérdida de viabilidad del hongo muy drastica) correlaciona con
la acumulacion de amonio en el cultive (El perfil de acumulacién de amonio en el cultivo
alimentado esta representado también por una linea punteada, figura 5.11d). La acumulacion de
amonio en el caldo de cultivo coincidid con el término de la fase lineal de crecimiento del hongo
(figura 5.11a). Como una manera de relacionar la acumulacién del amonio en el caldo de cultivo
y el posible efecto inhibitorio sobre el crecimiento del hongo, se graficd la acumulacién de

biomasa no viable con respecto de la concentracion de amonio. Como se muestra en la figura
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Figura 5.11. Biomasa total, rea tefiida con FDA, viabilidad de Trichoderma harzianum y

evolucion de amonio, en funcion de las condiciones de cultivo.
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cultivo alimentado,
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5.12, existe una correlacion entre ambos pardmetros.

Hasta donde sabemos, los efectos inhibitorios del amonio sobre Trichoderma harzianum no han
sido reportados. Los resultados del presente trabajo sugieren que existe un limite de tolerancia

de Trichoderma harzianum hacia el ion amonio y probablemente también para el CO;..

Es de especial importancia realizar estudios mas profundos sobre las concentraciones criticas del

amonio para el hongo, para establecer el nivel de concentracion maximo que no afecte al hongo.
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Figura 5.12 Correlacion entre la biomasa no viable y la concentracién del ién amonio en el
cultive de Trichoderma harzianum.
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Capitulo VI

Conclusiones

El extracto de levadura, el sulfato de amonio y el pH son factores muy importantes en la
produccién de biomasa micelial de Trichoderma harzianum y en la productividad del

proceso. El crecimiento micelial del hongo es influenciado importantemente por el pH.

En el proceso realizado bajo las condiciones con que se obtuvieron los mejores resultados
en el disefio factorial (0.94 g/I. de sulfato de amonio, 1.5 g/L de extracto de levadura y pH
de 5.6) se obtuvieron hasta 9.2 g/I. de biomasa total en 96 horas de cultivo, con una
productividad de 9.4 mg de biomasa /L-h y un rendimiento del 42.8 %. En este proceso
fueron evidentes deficiencias en el mezclado asi como posibles posible limitaciones en la

fuente de nitrégeno inorganico y en el oxigeno disuelto.

Mediante estrategias simultineas (adicidn intermitente de NH4OH al caldo de cultivo,
alimentacion de glucosa, uso de impulsores de 10.5 cm de diametro, uso de un difusor de
anillo e incremento de la velocidad de agitacion) se superaron la limitaciones

mencionadas, lograndose hasta 13 g/L. con un rendimiento del 39 %.

En el cultivo alimentado se lograron producir hasta 8 g/I. de biomasa viable en 84 horas

de cultivo.

Se sugiere que el ion amonio gjerce un efecto inhibitorio, parcial, sobre el crecimiento del

hongo.

Se mont6 y validd una técnica (a base de tinciones fluorescentes y anélisis de imagenes)
para la cuantificacién de la viabilidad del micelio de Trichoderma harzianum cultivado en

cultivo sumergido.
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Capitulo VII
Recomendaciones

- Realizar estudios para evaluar la concentracién adecuada del ion amonio en el medio de
cultivo, a fin de evitar su limitacion y /o exceso. Esto permitiria mantener la viabilidad
del hongo y consecuentemente incrementaria la concentracion de biomasa viable en el

proceso.
- Evaluar los efectos del CO; sobre la fisiologia del hongo.

- La formulacién y secado del producto es otra etapa que tiene influencia sobre la
viabilidad del producto que se aplica en confrol bioldgico. Es recomendable realizar
evaluaciones de este aspecto. En estas evaluaciones puede aplicarse la técnica de

cuantificacién de la viabilidad del micelio propuesta en este trabajo.
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Anexo 1

Diseitos factoriales a dos niveles

En esta seccién se muestra un ejemplo del analisis de varianza para un disefio factorial 2° (8
experimentos). El ejemplo fue tomado de Box et al (1988) y corresponde a una investigacién
realizada en una planta piloto (no detallan el proceso). Se evaluaron dos variables
cuantitativas (temperatura y concentracién) y una cualitativa (catalizador). La respuesta es la
cantidad de producto (no se especifica que producto). En la tabla Al se muestran los valores
evaluados de cada factor, el orden en que deben integrarse en una matriz de disefio en
variables originales (tabla Ala), su correspondiente representacion en variables codificadas
(tabla Alb) y los valores de la respuesta en cada experimento.  Para las variables
cuantitativas un menos (-) representa el valor bajo y un maés (+) representa el valor alto. Para
variables cualitativas los dos tipos de catalizador se pueden codificar también por el signo

menos y mas. En éste caso, no importa como sea la asignacién, mientras ésta sea coherente.

Calculo de efectos

Existen varios métodos para calcular los efectos de los factores, entre ellos se encuentra el
método que emplea la tabla de los contrastes (tabla A2). Otro método es el del algoritmo de
yates. A continuacion se muestra un ejemplo del calculo de los efectos de los factores y de la
media partir de la tabla de coeficientes de los contrastes. Para el caso de un factorial 2* Box

et al (1988) proporciona la tabla de constastes correspondiente,

La estimacion de la media se calcula con la primera columna

+60 + 72+ 54+ 68+ 52+ 83 +45+80 — 6425
8

El efecto principal T se calcula con la segunda columna, considerando los simbolos
correspondientes a ella.

~60+72-54+68-52+83-45+80 =23
4

I.a mteraccion TK se calcula con la sexta coluumna

+60 - 72 +54-68 -52 +83-45+80 = 1q
4

De manera similar se calculan los efectos restantes hasta completar las estimaciones indicadas
en la tabla A2, Los signos de las interacciones se obtienen multiplicando los signos de las

variables correspondientes.
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Tabla Al.- Datos de un disefio factorial 2°. Ejemplo de una planta piloto,

No. del Tempoeratura Concentracién Cata]i’zador ' Respuesta
experimento c (%) (A6B) (gramos)
T C K
a) Representacion de las unidades originales de las variables

1 160 20 A 60

2 | 180 20 A 72

3 160 40 A 54

4 180 40 A 68

5 160 20 B 52

6 180 20 B 83

7 160 40 B 45

8 180 40 B %0

b) Representacion de las unidades codiﬁcadas de las variables

+ . . . 60

+ n . . 72

+ - + . 54

+ + + - 68

I - - + 52

¥ + - + 83

+ - + + 45

+ o + + 80

temperatura concentracion catalizador

Nivel bajo Nivel alto Nivel bajo Nivel alto Nivel bajo Nivel alto

. o+ - + - +
160 180 20 40 A B

En el analisis de los factores es necesario decidir gue factores o interacciones de ellos son
despreciables y pueden considerarserse parte del error experimental. Esto se realiza mediante
una representacion grafica del efecto de los factores. Para ilustrar el proceso por el que
podemos diferenciar efectos significativos de los no significativos, Box ef al (1988)
recomiendan el método propuesto por Daniel (1959), en el que los efectos de los factores se
representan graficamente en papel probabilistico normal. A continuacién se muestra el
proceso comun y el método de Daniel (1959) para estimar graficamente el efecto de los

factores.
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Tabla A2.- Signos para calcular los efectos del disefio factorial 28,

Anexos

Promedio en

Media T C K TC TK CK K produccion
+ - - - + + + - 60
+ + - ; - - + + 72
+ - + - - + - + 54
+ + + - + - - - 68
. i ) + + . " + 52
+ + - + - + - - 83
+ - "+ + - - + - 45
& + . + + + + + 80
Divisor 8 4 4 4 4 4 4 4

Representacion grafica del efecto de factores.

Para ejemplificar con un mayor mimero de factores utilizaremos el ejemplo de un factorial 2%,

proporcionado por Box ef al, (1988). El gjemplo estd constituido por 4 factores pricipales

(representados por mimeros del 1 al 4) y las interacciones entre ellos, obteniéndose 15 efectos,

cuyos valores se muestran a continuacion:

Efectos Efectos estimados
Media 72.25
1 -8
2 24

3 -2.25
4 -5.5
1,2 1
1,3 0.75
14 0
2,3 -1.25
2,4 45
34 -0.25
1,23 -0.75
1,24 0.5
1,34 -0.25
2,34 -0.75
1,2,3,4 _ -0.25
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La representacion grafica de estos efectos se muestra en la figura Al. Se muestran con una
distribucién t de referencia (mostrada en la parte superior de la figura). Pareciera que los
efectos principales 1, 2, 4 y la interaccion 2,4 son distinguibles del error experimental, es
decir, presentan un efecto significativo sobre la respuesta. Posiblemente el efecto 3 pueda

considerarse también dentro de ésta categoria.

FACTORES ! 4 3 24 2
¢ lo | nl_ulhm | T Y
-2 0o - 2

EFECTOS ESTIMADOS _g8 g 4 4 6 24

Figura Al.- Representacion grafica de los efectos

Cilculo de Probabilidades de los efectos

Para definir si un factor ejerce un efecto significativo sobre la respuesta, se calcula la
probabilidad de ello, para cada factor. Para el ejemplo del experimento 2%, se procede a
ordenar los efectos de acuerdo su valor calculado. En orden ascendiente se asigna una
identidad de efecto a cada factor. Este procedimientro se muestra en la tabla A3. El caleulo
de la probabilidad del efecto de los factoreé se realiza con la formula que se incluye en la
‘tabla A3. El célculo de probabilidad considera el efecto (calculado) de los factores. Obtenida
la probabilidad se procede a graficar.

La distribucién normal de la probabiiidad de los efectos de los factores representada en papel

ordinario se observaria como en la figura A2a.

La representacion grafica -en papel probabilistico normal- se presenta en la figara A2b. En
esta representacion se utilizé papel cuadriculado normal. Finalmente, se grafica en papel
probabilistico normal. En este tipo de representacion se ajusta la escala del eje vertical de
manera que el grafico de P frente a X se convierta en una linea recta como se muestra en la
figura A2c. Es importante mencionar que existen tablas con escalas de representaciones
probabilisticés normales de acuerdo al niimero de experimentos involucrados eﬁ el disefio (ver
Box et al, 1988 y Ia su representacion en papel probabilistico normal se muestra en la figura
A3.
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Nimero de orden | 1 2 1 4 5 6 7 ) 9
Efecto —8.0 ] ~55 | -225|~1L25 - 0751 075 | =025 —025) ~0.25 X 000105010751 1.005 450 24.00
Identidad de los efectos| | 4 3 23 123 234 34 134 1234 § 14 ‘ 124 113 | 12| M 2

P =100 (i - %R)/15 33| 1001 1671 2331 300| 367] 433 00| 567|633|700 767|833 [900] 967

Tabla A3.- Calculo de la probabilidad del efecto de un factor,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

{a) Distribucién normal

100 | /f" _‘ | 4

& - /o
76 i .
» - ¢
g 50 'd = 50 5.. !
a ; o :‘__ ®
o | | N g
® = /0
_./. ' ‘
O - T T T T T
(b} Papel cuadriculado ordinario ,(c;) Papel probabilistico normal

Figura A2.- Representacion del los efectos de los factores. a) en una distribucién

normal, b) representacibn en papel cuadriculado ordinario, c¢)
representacién en papel probabilistico normal
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Figura A3.- Gréfico normal de los efectos

20

De acuerdo a la figura A3, 11 de esos efectos se ajustan a una linea recta. Los factores 1, 4,

2,4, y 2 no. Se concluye que los efectos de esos factores no se pueden explicar por el azar o el

error experimental.

Ansalisis de varianza

"Todas las prucbas estadisticas arrojan una cifra numérica. Toda prueba tiene ademés un cierto

nimero de grados de libertad. Presentan ademas una tabla dela que se obtiene un valor que se

ltama probabilidad p, que representa una cierta probabilidad. La probabilidad depende de un

valor numérico (que se obtiene de comparar las medias de diferentes tratamientos, para el

caso de la prueba de t; o de comparar varianza para el caso de la prueba de F) y de los grados

de libertad de la prueba. Asi, toda prueba estadistica arroja una probabilidad como producto
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final importante., v se intetpreta como la probabilidad de que la diferencia encontrada en un
analisis se deba al error experimental. Todas las pruebas se consideran significativas cuando
las probabilidades sean muy bajas. En otras palabras, la diferencia serd mas significativa

mientras mas pequefia sea la p.

En los libros de estadistica se proporcionan tablas correspondientes para calcular las
probabilidades de la pruebas realizadas (t y F). En ellas deben seﬁalarée el valor de t (que
correspone a una diferencia entre medias) y los correspondientes grados de libertad. Tanto t
como F dan valores numéricos que van de cero a cifras que tedricamente pueden llegar a ser
infinitas. Las tablas de t y F de los libros ofrecen hasta una p de 0.001, o sea que basta que la
probabilidad de que la diferencia por puro errror experimental sea menor de uno en mil
experimentos. Pueden reportarse valores de p mucho menores que 0.001, lo que obedece a

que actualmente hay programas estadisticos que calculan cualquier p.

El analisis estadistico correspondiente a los experimentos realizados en el presente trabajo se
realizé con el Software Design Expert, version 5.0, El desarrollo de un anilisis de varianza
con este programa es ejemplificado a detalle en el manual de usuario del programa y en la

ayuda propia del software.
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Anexo?2 T

Calculo de los parametros cinéticos y rendimiento de 7.
harzianum presentados en ¢l presente trabajo.

Para ejemplificar los calculos de cada parametro, nos referiremos al caso del experimente 1,
mostrado en la seccidn 5.2 de éste trabajo.

Biomasa maxima.- Los valores representados corresponden al valor maximo obtenido en
cada experimento. En el ejemplo 1, la maxima concentraciéon de biomasa fue de 5. 35 g/L a

las 60 horas de cultivo.

Productividad madxima de biomasa.- Se obtiene al dividir la concentracién maxima de
biomasa del proceso entre el tiempo de cultivo requerido, Por ejemplo para el proceso 1
mostrado en la seccidén 5.2, en el que se obtuvieron 5.35 g de biomasa en un tiempo de 60
horas de cultivo, la productividad fue:

5.35¢/L = 0,089 g/L'h = 89 mg/L-h
66 h

Velocidad de crecimiento.- Debido a a que el hongo presenta un crecimiento lineal, la
velocidad de crecimiento del hongo se calculo mediante una regresién lineal de los valores
observados en la fage lineal de crecimiento del hongo. Por ejemplo, para el caso del
experimento 1, se consideraron los 4 primeros puntos de la cinética (obtenidos entre las 24 y
las 60 horas de cultivo ). Se realizé una regresion lineal a estos cuatro valores y el valor de la

pendiente corresponde a la velocidad de crecimiento del hongo (en g/L-h)

Rendimiento.- El rendimiento calculado en cada experimento corresponde al cociente de
dividir Ja concentracién méaxima de biomasa entre la concentracion de sustrato consumido
hasta el tiempo de cultivo en que se generd esa concentracion de biomasa. Para el proceso |
en que se produjeron 5.3 g/L. de biomasa a las 60 horas ‘de cultivo, se habian consumido 11.8

g/L. de glucosa.

Rendimiento = _535g =045 Ebiomasa/ Bglucosa consumida
118¢g
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Anexo 3

Estudios previos para la seleccion de fluorocromos

La técnica propuesta para cuantificar la viabilidad del micelio de Trichoderma harzianum fue
aceptada para su publicacion en la revista Biotechnology and Bioengineering. A continuacion se

presentan algunos aspectos preliminares a la seleccién del fluorocromo.

A3.1 Seleccion de los fluorocromos y de su concentracion
Debido a que existe un limite en la tolerancia de las células a las concentraciones de los
fluorocromos, se evaluaron diferentes concentraciones de éstos con el procedimiento que se

discute a continuacién.

Sobre un cultivo en medio liquido cosechado en fase exponencial de crecimiento, se aplicaron
diferentes concentraciones de los colorantes sobre las células. La concentracion adecuada se
selecciond en base a la estabilidad de la fluorescencia emitida por las células con respecto al
tiempo. La concentracién 6ptima para €l anaranjado de acridina fue de 40 pg/mL y para el FDA
fue de 7.5 pg/mi.. La fluorescencia emitida por el anaranjado de acridina fue altamente estable,
manteniendo el 70 % de la intensidad de la fluorescencia inicial durante por lo menos 5 horas de
iluminacién con la luz ultravioleta. Las células tefiidas con el FDA mostraron una marcada
reduccién en la intensidad de fluorescencia (del 55%, respecto de la intensidad inicial) después de
30 segundos de exposicion a la luz ultravioleta (ver manuscrito). Asi, después de 25 segundos de
exposicion de las células a la luz UV, fue imposible capturar imagenes de calidad debido a la
falta de contraste entre el fondo de la imagen y las células fluorescentes. Sin embargo, en el
sistema de captura de iméagenes, 5 segundos son suficientes para realizar la captura de éstas (ver

manuscrito).
A3.2 Evaluacion de la fluorescencia en células en diferente estado fisiolégico

Para evaluar la relacion entre la fluorescencia emitida por las células y el estado fisiologico ~en
términos de viabilidad- de las células de Trichoderma harzianum, células frescas (cultivadas en

medio liquido y cosechadas a mitad de fase exponencial) y células esterilizadas (121°C, 20

86



minutos) se tifieron, de forma independiente, con los fluorocromos. Se analizd la fluorescencia

emitida por las células y su crecimiento en medio sélido (placas con PDA).
A3.2.1 Evaluacion del anaranjado de acridina

Con el anaranjado de acridina, las células frescas no mostraron diferencias en su fluorescencia
con respecto a las células esterilizadas. Se observd una mezcla de colores fluorescentes (naranja,
amarillo, verde) tanto en las células frescas como en las células esterilizadas. Al sembrar las
células en medio solido, las células frescas crecieron y las células esterilizadas no mostraron
crecimiento (indicando la pérdida de viabilidad por el tratamiento aplicado). Asi, el anaranjado de
acridina fue descartado por dos razones: por un lado, al teflir con éste fluorocromo las células
exhiben una fluorescencia multicolor: verde, amarilla y de diferentes tonos de naranja (figura
A3.1). Este gama de colores representaba también una desventaja para el procesamiento de las
imagenes, haciendo més compleja la cuantificacién de la fluorescencia en las células v
consecuentemente, su viabilidad. La gama de colores emitida en la ﬁuorescenma de Ias celulas Y.
captada por el software del sistema de anélisis de imagenes se muestra’ en ak parte 1n1§er1or de la

figura A3.1a. . Por otro lado, y ain mas importante, ésta fluorescencia emltagla por‘las células no

wy
v. ln‘

correlacioné con la viabilidad del hongo, haciendo imposible la d}ferenmamén entre células vivas

y muertas de Trichoderma harzianum.
A.3.2.2 Evaluacion del diacetato de fluoresceina

Al tefiir las células (fresc.as y esterilizadas) con diacetato de fluoresceina (FDA), las diferencias
en la fluorescencia emitida fueron evidentes. Las células esterilizadas no acumularon y/o
retuvieron la fluoresceina después del tratamiento de esterilizacién y no crecieron en medio
solido. Las células frescas (cultivo control) emitieron fluorescencia verde y presentaron
crecimiento en medio s6lido. Estos resultados sugerian la factibilidad de aplicar éste fluorocromo
para evaluar la viabilidad de las células de Trichoderma harzinaum. Por otro lado, la
fluorescencia emitida por las células al aplicar el FDA es monocromatica (verde) sobre un fondo
negro (figura A3.2), lo que representd una ventaja en el procesamiento de la imagen para la
posterior cuantificacién de areas. Ademas, fue posible distinguir entre partes de las hifas
metabolicamente inactivas de aquellas activas. Consecuentemente, el FDA se selecciond como

fluorocromo vital para continuar con el desarrollo de la técnica.
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Figura A3.1 Estabilidad de 1a fluorescencia de Trichoderma harzianum al teiiirse con
anaranjade de acridina. a) micelio esterilizado b) micelio fresco.

Figura A3.2, Fluorescencia del micelio de Trichoderma harzianum, a) teiiido con anaranjado
de acridina, b) teiiido con diacetato de fluoresceina. Objetivo 10x,
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Anexo 4
Procedimiento para la adquisicion de imAgenes en la computadora

Debido a las caracteristicas de sensibilidad de la camara de video, la adquisicién de imégenes se

realiza utilizando el objetivo 10x.

Antes de iniciar la adquisicion de imdigenes es importante obtener un campo visual
uniformemente iluminado. Para ello, debe realizarse la calibracién de la luz visible y de la luz

ultravioleta. A continuacién se detalla el procedimiento para dicha calibracién.

A) Calibracion de 1a Iuz visible (calibracién de Kéhler)

- Encender el microscopio
- Seleccionar el objetivo 4x

- Cerrar completamente el diafragma de campo del microscopio. Debe observarse un

poligono (en la pantalla de la computadora o en el microscopio, segun sea el caso para el

dispositivo seleccionado).

- Afinar los bordes de los poligonos ajustando la altura del foco condensador del

microscopio.

- Centrar el poligono de Iuz en el campo visual con los tornillos centradores del condensador

del microscopio.

- Una vez centrado el poligono, abrir totalmente el diafragma de campo del microscopio.

B) Calibracion de la luz ultravioleta

- Colocar el centrador de la lampara de luz UV en la posicidn del objetivo 4x. Cerciorarse

que la ventana con los ejes quede de frente al usuario.

- Prender la fuente de luz ultravioleta
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- Colocar el selector de filtros en la posiciéon G2ZA  (que contiene el filtro de excitacion de

510-565 nm, el filtro barrera de 590 nm, y los espejos dicroicos de 575 nm).

- Cerrar el diafragma de campo del sistema epifluorescente, hasta observar el paso del haz

de luz bien definido.
- Centrar el haz de luz con los tornillos centradores de 1a luz UV del sistema epifluorescente.
- Abrir totalmente el diafragma de campo del sistema epifluorescente.
- Colocar el “shutter” del sistema epifluorescente.

- Regresar el selector de filtros a la posicién DIA ILL. En esta posicién debe estar siempre

ubicado el selector, que es el indicado para trabajar con luz visible.

- Quitar el centrador de la lampara de luz UV y colocar el objetivo 4x.

Adquisicion de fotografias con luz visible
Quitar el centrador de la lampara de luz UV y colocar el objetivo 4x.
Seleccionar el objetivo 10x.
Enfocar en el microscopio la muestra en luz visible
En la computadora, activar el programa Image Pro plus® 4.1.

Presionar el boton de adquisicion de iméAgenes para iniciar 1a captura de imagenes en linea
del microscopio a la computadora (representado por la imagen de una cdmara de video, en
la barra de herramientas). Al activar ésta funcidn, antoméaticamente se abre una ventana
cuyo encabezado es Integral Flash Point 128 (que es la tarjeta digitalizadora de las
imagenes), en donde se encuentran las funciones necesarias para la adquisicion de

imégenes en linea. En esta ventana se realizan las funciones posteriores de la adquisicién.

Encender la fuente poder de la cdmara del microscopio que se va a utilizar. En nuestro
laboratorio contamos con dos microscopios: el estereomicroscopio y el microscopio
compuesto, en éste caso utilizamos el microscopio compuesto. En el programa debe
especificarse también el microscopio utilizado. Esto se realiza en la ventana de captura en
linea, en la seccién de Ser up. El estereomicroscopio estd identificado como composite y el
microscopio compuesto como RGB. Seleccionar RGB.
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Para activar la adquisicion en linea, presionar el boton de starf preview en la seccion de
Image. Automaticamente abre una ventana donde se observarin las imagenes de la

muestra. Esta ventana tiene como encabezado Live preview.

Girar los oculares del microscopio hacia el lado izquierdo, para transmitir Ia sefial a Ja
computadora. Después de girarlos en la pantalla de la computadora debe observarse la

imagen que se observd en el microscopio.

El nivel de brillo y contraste que se utiliza en el programa es de 35. Seleccionarlo en la

seccidn de signal.

Para detener la adquisicidon en una imagen de interés, presionar snap en la ventana de
adquisicién en linea, en la seccién Image. Inmediatamente después presionar stop. Con
esto, la imagen adquirida estd lista para guardarla en el disco duro de la computadora.

Tendrd como encabezado untitled 1.

Dar la instruccién de grabar la imagen, en el encabezado principal del programa; en File,
activar save as, ¢ indicar la unidad donde se va a grabar 'y el nombre con que se va a
identificar, especificando que es una fotografia tomada con luz visible. Generalmente las
identificamos como BN (imagen en blanco y negro) al final del nombre asignado, el cual no
debe contener mis de 8 caracteres. Autométicamente se graba como tipo JPEG y asigna la

extension jpg

Con este procedimiento se finalizé la adquisicion de la imagen fotografiada con luz visible. A
continuaciéon se presenta el procedimiento para la toma de foto de ésta imagen con luz
ultravioleta (imagen fluorescente). Esta foto debe tomarse inmediatamente después de tomarse la

foto con luz visible.

Adquisicion de fotografias con luz ultravioleta
Apagar el microscopio.

Colocar el selector de filtros del microscopio en la posicién B-2A (que contiene el filtro

excitador de 420-490 nm, un filtro barrera de 520 nm y espegjo dicroico de 505 nm).

Desactiva el “shutter” para dejar pasar la luz ultravioleta hacia la muestra.

Automaticamente s¢ observara la imagen fluorescente.
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-Adquirir 1a imagen con el mismo procedimiento sefialado en los dos ultimos puntos para las

fotos con luz visible.

Es importante que una vez que se haya tomado la foto con Tuz UV, el selector de filtros se regrese
inmediatamente a la posicidn DIA-TLL vy se active el “shutter” para evitar que se siga radiando la

muestra.

Los procedimientos citados anteriormente corresponden a la adquisicién de una imagen
fotografiada con luz visible y con luz ultravioleta. Para la seleccion de otra imagen, se debe
cambiar de posicion en la muestra, moviéndose (manualmente, con los tornillos del movimiento
de los ejes X y Y, ubicados en la platina) hacia una nueva imagen, de la cual nuevamente se

tomaran dos fotografias: una con luz visible y otra con luz ultravioleta.

Finalizada la adguisicion de imagenes, se apaga la lampara de luz UV, el microscopio y la

fuente de poder.

Es importante que para apagar la ldmpara UV, ésta haya estado encendida por lo menos 15

minutos. Si su uso no cubri6 este tiempo, esperar a que transcurra y entonces se puede apagar.
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Anexo 5

Cuantificacion de areas

Cuantificacion del area total (imagenes en B y N, fomadas con luz visible)
Activar el programa Image Pro Plus 4.1.
Abrir la imagen que se va a analizar.

Seleccionar la calibracién adecuada. La calibracion corresponde al objetivo que se utilizé

para adquirir las imagenes. En este caso es el objetivo 10x.

Seleccionar las parametros predefinidos para la cuantificacién del &rea total (“settings™)
de la foto. Para este caso los “settings” se cargan seleccionando el que fue implementado

de acuerdo a las necesidades del modelo de estudio,

Convertir la iméagen a niveles de grises. Esto se realiza presionando el botoén para el
procesamiento de objetos en B y N, representado por una imagen de barras de colores,
ubicado en la barra de herramientas del Jmage Pro Plus. Automaticamente la imagen se
convierte a grises y se abre una ventana cuyo encabezado es count-size. La conversion a
grises de las fotos mostradas en la figura 4.1 de la seccion de Materiales y Métodos,. se
presentan en la figura A4.1.. El proceso consistié en que el fondo de la imagen se cambia
a color blanco y los objetos oscuros que conforman la imagen (que son las hifas) se

convierten a tonos de grises a negros.

Si existieran areas no delimitadas, éstos pueden marcarse utilizando los botones de rangos. Por

otro lado, si existieran particulas no caracteristicas de las muestras (i.e. polvo, pelusa ) éstas

deben ocultarse para no alterar la cuantificacién. Para ocultarlas, hacer doble click en el objeto v

se abre automaticamente una ventana, seleccionar Hide.

Enviar los datos a Excel. Automéaticamente se envia el area de todos los objetos que

conforman la imagen.

En Excel, accionar la operacidon de sumatoria, para obtener ¢l 4rea total de todos los

objetos de la imagen.
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Figura Ad.1. Conversioén a grises de las imagenes para su posterior cuantificacion. a) foto
tomada con luz visibie, b) foto tomada con luz ultravioleta.

B) Cnantificacion del area fluorescente (imagenes fluorescentes, tomadas con luz

ultravioleta)

- Convertir la imagen fluorescente a tonos de grises. Se realiza presionando el botén
correspondiente a objetos fluorescentes representado por dos rectangulos, uno iluminado

con tonos grises y otro en blanco y negro, en la barra de herramientas del Jmage Pro Plus.

Con ello se cuantifica el area fluorescente de la imagen.

- Enviar los datos a Excel, de la misma forma que en el caso de la cuantificacion de srea

en las fotos tomadas en B y N.

UGN
FALLA 1§ ORIGEN
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Anexo 6
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