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RESUMEN

Las especies del género T7richoderma son los microorganismos antagonistas mas
utilizados para el control de enfermedades en plantas ocasionadas por
fitopatdégenos. T7richoderma ha sido estudiado como agente de control bioldgico
durante mas de 70 anos, pero solo hasta hace poco tiempo, las cepas de este
microorganismo han comenzado a adquirir un valor comercial importante debido a
que sus sistemas de produccidon han sido escalados a nivel piloto y semi-industrial.
En este trabajo se llevd a cabo la estandarizacion de las condiciones de fermentacion
bifasica del hongo 7. koningii cepa Th003 para alcanzar concentraciones de biomasa
para su produccion a escala industrial. La biomasa fungica fue obtenida usando la
técnica de fermentacidon liquida en un medio de cultivo codificado como SL1
compuesto de arroz y melaza. Inicialmente se determind el tiempo éptimo para la
produccién del indculo liquido en un biorreactor airlift y posteriormente se aplicé un
disefio simplex. Se determind que la aireacion es el factor mas importante que
afecta el proceso para llevar a cabo su escalamiento. La mayor producciéon de
biomasa fungica (15.61 g/l de biomasa seca) se obtuvo en la fermentaciéon 4 bajo
condiciones de operacion como: altura de la zona de ascenso 55.1cm, caudal de aire
0.5vwvm y volumen de antiespumante 20ml. Ademas, la cuantificacion de N-
acetilglucosamina resultd ser un buen indicador del crecimiento fungico al poder ser
relacionado con la biomasa obtenida durante el proceso de fermentacion liquida
(+78.56 pg glucosamina/ g biomasa seca, con un coeficiente de variacién de los
datos de 10.23%).

De otro lado, la produccién masiva de conidios se llevd a cabo en un fermentador de
bandejas a escala piloto usando un sustrato sélido codificado como SS1 compuesto
de arroz y salvado de trigo. Se aplicd un disefio factorial completo y luego el disefio
experimental simplex. Se determind que la aireacién y el volumen de indculo liquido
fueron los factores de operacién que mas afectaron la cantidad de conidios obtenida
después de 96 horas de fermentacion, obteniéndose la mayor concentracion

durante la fermentacion 5 equivalente a 8.44 x 10° conidios/g de sustrato.



ABSTRACT

Trichoderma species are the antagonistic microorganisms most used for the control
of plant diseases caused by phytopathogens. T7richoderma has been studied as
biological control agent during more than 70 years, but just recently strains of this
microorganisms have begun to acquire an important commercial value because its
production systems has been scaled to pilot and semi-industrial scale production. In
this work was carried out the standardization of conditions of two-phase
fermentation of the fungi 7. koningii ThO03 strain to obtain biomass concentrations
for its industrial scale-up production. Fungal biomass was obtained using liquid
fermentation technique in a culture medium codified as SL1 based on rice and cane
molasses. Initially the optimal time was determined for inoculum production in airlift
bioreactor and then, a simplex design was applied. We found aeration as the most
important factor that influence or affect the scaling process. The biggest production
of fungal biomass (15.61 g/l dry biomass) was obtained by fermentation 4 under
operational conditions as: riser height 55.1cm, aeration 0.5vvm and antifoam volume
20ml. Moreover, the quantification of N-acethylglucosamine was a good indicator
from the fungal growth to be related with the biomass obtained during the process
of liquid fermentation (+78.56 g glucosamine/ g dry biomass, with a data variation
coefficient of 10.23%).

By other side, the massive production of conidia was carried out in a tray bioreactor
to pilot scale using a solid substrate codified as SS1 based on rice and wheat bran. A
complete factorial design and a simplex design were applied. We determined that
aeration and liquid inoculum volume were the operation factors that most affected
the quantity of conidia obtained after 96 hours of fermentation, being obtained the
biggest concentration during the fermentation 5 equivalent to 8.44 x 10° conidia/g.



INTRODUCCION

Las enfermedades producidas por organismos fitopatdgenos tales como bacterias,
nematodos u hongos constituyen generalmente la mayor causa de pérdidas en la
produccion agricola (Benitez et al., 2004). Dentro de éstos, los hongos comprenden
uno de los principales grupos tanto por su diversidad como por las pérdidas que
originan a nivel econdmico (Benitez et a/, 2000). La persistencia de varias de las
especies de hongos fitopatdgenos tales como Phythium, Phytophthora, Botrytis,
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani y Fusarium ha aumentado durante los
Ultimos afnos debido a los cambios que se han presentado en las practicas agricolas;
principalmente por el uso indiscriminado de quimicos y también por la contaminacién
que se origina a causa de su empleo, con efectos perjudiciales no solo sobre los
cultivos de importancia econdmica sino sobre los demas organismos, a través de la
adquisicion de resistencia a las estrategias desarrolladas en los ultimos anos para su
control (Benitez et al., 2000).

La practica tradicional mas comun para la disminucién y eliminaciéon de los efectos
perjudiciales ocasionados por los agentes fitopatdgenos mencionados se basa en el
empleo de plaguicidas, practica conocida como control quimico. Sin embargo, el
aumento de la conciencia social que se tiene ante el enorme deterioro
medioambiental que supone la utilizacién indiscriminada de estos compuestos
quimicos, ha provocado un gran interés en la busqueda de sistemas ambientalmente
sostenibles para el control de plagas y enfermedades. En este sentido, una
estrategia promisoria es la utilizacion de microorganismos antagonistas de los
agentes infecciosos y que desplazan a éstos de una manera natural, denominada
control bioldgico (Benitez et al, 2004). Como consecuencia de ésto, existe un
creciente interés por la explotacion y utilizacion de los microorganismos para el

control de plagas.

En general, las especies de Trichoderma producen enzimas extracelulares,

sustancias antibidticas de naturaleza volatil y no volatil y compuestos antiflingicos,



pero también son fuertes competidores por espacio y nutrientes frente a otros
fitopatdgenos, ademds promueven el crecimiento de las plantas e inducen la
resistencia sistémica en éstas (Hermosa et a/, 2000). Por tal razén, los hongos del
género Trichoderma han sido los microorganismos antagonistas mas utilizados para
el control de enfermedades en plantas producidas por hongos durante mas de 70
anos, pero sélo hasta hace poco tiempo estas cepas han comenzado a adquirir un
valor comercial importante; debido a los efectivos resultados obtenidos durante su
aplicacion y a la aparicion de nuevas tecnologias para la produccién masiva y el

desarrollo de productos a base de este hongo (Clavijo, 1998).

En el Laboratorio de Control Bioldgico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria de
Corpoica, se han realizado estudios relacionados con el aislamiento, seleccion,
produccién, formulacién y evaluacion de cepas nativas de 7richoderma como
potenciales biocontroladores de hongos fitopatdégenos. Este es el caso del hongo
Trichoderma koningii (cepa Th003) aislado a partir de suelos de Cundinamarca, con
el cual se ha obtenido entre un 70% y un 100% de control bajo condiciones de
invernadero frente a patdgenos como Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Betancourt, 1997), Rhizoctonia solani (Cardenas, 1999; Saldamando, 1996),
Botrytis cinereay Oidium sp. (Moreno 2003) en tomate, Pythium splendens en frijol
y pepino (Cotes, 1993), Rhizoctonia solani en frijol (Cotes, 1993), Sclerotium
cepivorum en cebolla de bulbo (Paris y Cotes, 2002), Sclerotinia sclerotiorum en
lechuga tipo batavia y Afternaria dauci en cilantro (Villamizar et al 2004);
demostrando la versatilidad de esta cepa para el biocontrol de fitopatdgenos de

suelo y foliares.

De ahi que se hayan desarrollado diferentes estrategias o sistemas de produccién
masiva de este hongo biocontrolador sobre varios sustratos usando técnicas de
fermentacion tanto liquida como sodlida para la obtencidon de conidios en

rendimientos que alcanzan rendimientos hasta 10° conidios/g (Pefia, et a/. 2002).



Por lo tanto, la estandarizacion e implementacion de una técnica de fermentacion
bifasica que incorpore una fermentacién liquida y otra fermentacion en sustrato
sdlido a nivel piloto, se ha convertido en una etapa tecnoldgica critica para la
obtencion de forma simple, econdmica y efectiva de las estructuras infectivas y de
propagacién a partir del hongo biocontrolador 7richoderma koningii cepa Th003, en
cantidades suficientes para su utilizacion como principio activo de un bioplaguicida a

nivel de campo.



1. JUSTIFICACION

La busqueda, caracterizacion y producciéon a nivel de laboratorio e industrial de un
producto biotecnoldgico, depende del microorganismo usado, del tipo de metabolito
de interés y de los procesos involucrados en su obtencién. La utilizacién de procesos
con un alto desarrollo tecnoldgico tales como la fermentacion liquida o sumergida y
la fermentacion en sustrato solido, se han constituido en herramientas

indispensables para la obtencidon comercial de este tipo de productos.

Trichoderma sp. es un habitante natural del suelo que se caracteriza por su
comportamiento saprofito, propiedad que le proporciona ventajas antagonicas, tales
como antibiosis, competencia por nutrientes y espacio y micoparasitismo, entre otros
y que permiten su seleccién y uso para la produccion de bioplaguicidas. El hongo
Trichoderma koningii Th003 se ha convertido en uno de los microorganismos que
aparece como una alternativa promisoria para ser empleado como agente de control
bioldgico frente a diferentes especies de fitopatdgenos, tales como Rhizoctonia
solani, Sclerotinia sclerotiorum'y Fusarium oxysporum, en el marco de un programa

de manejo integrado de plagas eficaz para una agricultura mas sana y productiva.

Teniendo en cuenta lo anterior, se han llevado a cabo diversos trabajos de
investigacion durante los Ultimos 10 afos en el Laboratorio de Control Bioldgico de
Corpoica, los cuales han permitido aislar, seleccionar y evaluar cepas nativas de
microorganismos como hongos, bacterias y levaduras con un alto potencial de
control biolégico frente a fitopatdbgenos para un posterior desarrollo de
formulaciones de bioplaguicidas eficaces, que puedan ser usados dentro de un

programa de manejo integrado de cultivos.

Gracias a los resultados promisorios obtenidos en estudios llevados a cabo en casa
de malla, actualmente se esta llevando a cabo el proceso de produccién masiva de
conidios del hongo T7richoderma koningii ThO03 a escala de laboratorio y se desea

estandarizar los niveles de produccidon a escala piloto, mediante la implementacion



de un proceso de fermentacion bifasica para posteriormente realizar la evaluacion de
su efectividad en pruebas a nivel de campo en tomate para el control de Botrytis
cinerea y Oidium sp. en tomate, en lechuga para el control de Sclerotinia

sclerotiorum y en cilantro para el control de Alternaria dauci.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con el propdsito de producir masivamente las cantidades de conidios del hongo
Trichoderma koningii cepa Th003 necesarias para llevar a cabo la aplicacién en
campo de un bioplaguicida para el control de diversos fitopatdgenos, es necesario
establecer una homogeneidad dentro del proceso de produccidon masiva de un
bioplaguicida que tiene como principio activo los conidios del hongo T7richoderma
koningii cepa Th003; por lo tanto, en el Laboratorio de Control Bioldgico de Corpoica
se considera necesario llevar a cabo la estandarizacion del proceso de produccion

masiva del hongo mediante fermentacion bifasica a escala piloto.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Estandarizar la producciéon del indculo liquido y la fermentacion sélida del
hongo biocontrolador 7richoderma koningii Th003.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer las condiciones fisicoquimicas adecuadas para la produccion de

preindculos liquidos en fermentador airlift de 20 litros.

e Estandarizar el proceso de fermentacién sdlida del hongo 7. koningii Th003

en un fermentador de bandejas a escala piloto.

e Implementar una técnica para la cuantificacion de biomasa fungica del hongo
7. koningli Th003.



4. MARCO TEORICO

4.1. Trichoderma koningii
4.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacion taxondmica del hongo 7richoderma koningii Th003 es la siguiente
(NCBI, 2006):

SUPER REINO Eucariota
REINO Fungi
FILUM Ascomycota
SUBFILUM Pezizomycotina
CLASE Sordariomycetes
SUBCLASE Hypocreomycetidae
ORDEN Hypocreales
FAMILIA Hypocreaceae
GENERO Trichoderma
ESPECIE Trichoderma koningii

4.1.2. GENERALIDADES

El género Trichoderma es un grupo de hongos aislados cominmente del suelo que
se reproducen asexualmente. Trichoderma es un hongo filamentoso anamorfico,
heterdtrofo, aerobio, con una pared celular compuesta de quitina, de rapido
crecimiento que puede utilizar una gran variedad de sustratos complejos como
celulosa, quitina, pectina y almidon como fuente de carbono. Muchas cepas crecen
eficientemente en medios solidos o liquidos y en un amplio rango de temperaturas,
ademas son relativamente tolerantes a humedades bajas y tienden a crecer en

suelos acidos (Harman et al., 1981).

La poblacion de T7richoderma decrece especialmente cuando la humedad del
ambiente desciende por largos periodos de tiempo. Otros estudios han determinado



que el pH, la concentracion de CO,, HCO;, sales y el contenido de materia organica

son factores fisicos y quimicos determinantes para la variacion de la poblacional de

Trichoderma, ademas de la presencia o ausencia de otros microorganismos en el

ambiente (Fonseca, 1998).

4.1.3. CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Dentro de los factores que afectan el crecimiento 7richoderma se encuentran los de

tipo fisico y de tipo nutricional como:

FOTOTROFIA: La mayoria de especies del género Trichoderma son
fotosensibles, puesto que presentan una mayor esporulacion al ser
expuestas a la luz. Sin embargo, cuando se someten a periodos alternados
de luz y oscuridad, se favorece la colonizacién del hongo sobre diferentes

sustratos sélidos (Domsch et al., 1980).

ESPORULACION: Trichoderma esporula facilmente sobre muchos sustratos
naturales y artificiales en un patrén concéntrico circular en respuesta a la
alternacion de luz diurna y oscuridad, donde los conidios se producen
durante el periodo de luz. La exposicion de los cultivos en agar durante 20 a
30 segundos a la luz es suficiente para inducir la esporulacion. La mayor foto
induccion de la conidiogénesis se obtiene con la exposicion a la luz del dia
por 3 minutos o cerca de la radiacion ultravioleta tipo A (366nm) de 10 a 30
segundos (Fonseca, 1998). Ademas, el nimero total de conidios producidos
es inversamente proporcional a la concentracién de la fuente de carbono.
Cuando la concentracién de carbono es inferior a 50g/l, la produccién de
conidios se eleva; por el contrario, cuando la concentracion de carbono
supera este valor, la esporulacién tiende a disminuir (Astudillo, 1999). De
igual manera, las sales minerales en general (NaCl, KCl, CaCl,) en una
concentracion elevada (20-70g/1) inhiben la esporulacién. Los iones de sodio

y potasio producen una disminucién de la presion osmotica de las células



inhibiendo la esporulacién. Una baja concentracion de iones calcio (1-10g/1),
aumenta la presién osmética dentro de las células fldngicas induciendo asi la

esporulacion (Astudillo, 1999).

GERMINACION: La germinacion de los conidios de T7richoderma depende
del tipo de enlace que presenta la fuente de carbono, la cual puede ser un
disacarido o un polisacarido. Para su aprovechamiento el hongo emplea
enzimas como amilasas, a-glucosidasas y endo y exocelulasas que realizan la
hidrdlisis de los azlcares simples para dar inicio a la germinacion en los
diferentes medios de cultivo; mientras que para iniciar el proceso de
infeccidn, se debe tener en cuenta la composicion quimica de la pared celular
de los conidios (Astudillo, 1999).

SALINIDAD: Trichoderma se ve inhibido en su crecimiento con altas
concentraciones de cloruro de sodio (80g/l aproximadamente), aunque tolera
hasta una concentracion de 60g/l de cloruro de sodio, éstas condiciones
pueden ocasionar mutaciones perjudicando el proceso de conidiogénesis, al
disminuir notablemente la produccién de esporas (Moore, 1996).

pH: Trichoderma tiene un rango de pH relativamente amplio para su
crecimiento. Presenta crecimiento a valores de pH comprendidos entre 2.0 y
9.0, con un pH Optimo que se encuentra entre 4.0 y 7.0. A pH acido, la
asimilacion de nutrientes como glucosa ejerce una influencia importante
sobre el crecimiento del hongo y su posterior esporulacién. Ademas,
procesos como la germinacion, se ven afectados por la escasez de nutrientes

y por niveles de pH por encima de 9.0 (Domsch et a/, 1980).

TEMPERATURA: el rango de temperatura para el crecimiento de
Trichoderma se encuentra entre los 10°C a los 40°C, considerandose una
optima de 25°C (Alexopoulos, 1996). Segun otros estudios, se ha

demostrado que el crecimiento sapréfito en suelo de Trichoderma koningii,



se presenta a una temperatura que oscila entre los 20°C y los 30°C, con una

temperatura éptima de 25°C.

HUMEDAD: el contenido de humedad que favorece el crecimiento saprofito
de 7. koningii se encuentra alrededor del 70% vy el 80% (Wakelin et al,
1999).

NECESIDADES NUTRICIONALES: Trichoderma es capaz de degradar
sustratos muy complejos tales como almidon, pectina y celulosa entre otros,
y emplearlos como fuente de carbono para su crecimiento gracias a la
variada maquinaria enzimatica que posee (enzimas hidroliticas tales como
amilasas, pectinasas, celulasas y quitinasas, entre otras), aunque puede
emplear también acidos organicos y monosacaridos como fuente de carbono.
Asi mismo, Trichoderma asimila como fuente de nitrégeno compuestos tales
como aminoacidos, urea, nitritos, amoniaco y sulfato de amonio (Moore,
1996). Adicionalmente, se ha demostrado que la adicién de nitrogeno en
forma de sulfato de amonio al medio estimula e incrementa el crecimiento de
este hongo, mientras que la adicion de nitrdgeno como nitrato de calcio
genera un efecto supresivo en el crecimiento de 7. koningii (Danielson et al.,
1973; Wakelin et al., 1999).

Por otra parte, los microelementos, sales y vitaminas en grandes cantidades
no son indispensables para el desarrollo de 7richoderma (Papavizas, 1985).
Los elementos traza requeridos para el crecimiento de hongos en general
incluyen hierro, zinc, cobre, manganeso y molibdeno en concentraciones muy
pequefias cercanas a 10°M. Dentro de las vitaminas necesarias se
encuentran tiamina (B1), biotina (B7), piridoxina (B6), acido nicotinico (B3),
acido pantoténico (B5), riboflavina (B2), cianocobalamina (B12) y acido

aminobenzoico (Moore, 1996).



4.1.4. ASPECTO MACROSCOPICO

Trichoderma koningii se distingue por sus colonias, inicialmente se ven como una
superficie lisa, pero la formacién de esporas aéreas a través del tiempo, permite
observarlas ligeramente algodonosas (Rifai, 1969). El color de las colonias cambia
gradualmente de blanco a blanco verdoso por la formacién de fialosporas que en
Ultima instancia se tornan de un color verde oscuro opaco (Domsch et al., 1980)
(Figura 1). Adicionalmente, las colonias de 7. koningii no producen pigmentos en el
medio de cultivo donde se desarrollan, por lo cual el reverso de la colonia es incoloro
(Rifai, 1969). Asi mismo, las colonias de 7. koningii crecen rapidamente bajo
condiciones favorables de temperatura (20°C - 25°C) con una temperatura dptima
de 25°C y un periodo de incubacion de 5 dias con luz constante y un pH entre 3.7 y
6.0 (Domsch et al., 1980).

Figura 1. Aspecto macroscopico del hongo Trichoderma koningii ThOO3.

4.1.5. ASPECTO MICROSCOPICO

Trichoderma koningii es un hongo imperfecto que posee hifas hialinas septadas y
ramificadas a ambos lados sin ser paralelas, conidiéforos, fidlides, y conidios;
aungue también pueden producir clamidosporas. Sus estructuras de reproduccion

son los conidios, mientras que sus estructuras de resistencia son las clamidosporas.



Estas ultimas son similares a las de otros hongos formadores de clamidosporas,
siendo de 5 a 10 veces mas grandes que los conidios por sus voluminosas reservas

de lipidos; son intercalares o terminales, de forma cilindrica o globosa.

Figura 2. Caracteristicas microscopicas de Trichoderma koningii ThO03.

Los conidiéforos son hialinos, al inicio de su desarrollo se observan ramificados pero
cuando maduran comienzan a separarse por su formacion aérea, son rectos y
pueden llegar a presentar un aspecto piramidal (Rifai, 1969). Las fidlides son
hialinas, en forma de frasco o botella, e infladas en la base y estan unidas a los
conidioforos en angulo recto. Los conidios tienen de 2 pm a 3 ym de didmetro en
promedio, son redondeados o de forma ovoide, lisos y se observan hialinos o de
color verde brillante al microscopio (Figura 2) (Rifai, 1969).

4.1.6. Trichoderma COMO AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO

El control biolédgico puede ser definido como la reducciéon del indculo o de la
actividad de un patdégeno mediante la accidén natural de uno o mas microorganismos
a través de la manipulacién del ambiente, del hospedero, de los antagonistas o por
una introduccién masiva de uno o mas microorganismos (Baker & Cook, 1983;
citado por Clavijo, 1998). Esta forma de control de algunos problemas
fitopatoldgicos ha tomado importancia en los Ultimos afios, fundamentandose
principalmente en la seleccién de organismos del suelo con propiedades antagdnicas

sobre organismos que generan enfermedades en las plantas (Valencia, 1998).



El uso comercial de T7richoderma como agente de control bioldgico se da por la
identificacion precisa, adecuada formulacidon y estudios acerca de los efectos
sinérgicos de sus mecanismos de biocontrol (Hermosa et a/., 2000); ademas, porque
presenta otras caracteristicas tales como ubicuidad, facilidad para su aislamiento y
cultivo, rapido crecimiento en un gran nimero de sustratos y porque no afecta a

plantas superiores (Benitez et a/., 2000).

De las investigaciones realizadas en el Laboratorio de Control Bioldgico del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria de Corpoica utilizando la cepa de Trichoderma koningii
Th003, Saldamando y colaboradores en 1996, llevaron a cabo un estudio cuyo
objeto fue la evaluacién de una posible alternativa para el control de la enfermedad
causada por el hongo Rhizoctonia solani en tomate (Lycopersicum sculentum)
mediante una técnica de pregerminacion controlada de semillas aplicando el agente
de control bioldgico T7richoderma koningii cepa Th003, seleccionada en trabajos
anteriores debido a su alta actividad biocontroladora frente a agentes causantes de
enfermedades radiculares y de damping-off (volcamiento) en plantas de frijol y
pepino (Cotes, 1993). Los resultados obtenidos demostraron la eficacia de la cepa
seleccionada como agente de control al aumentar el porcentaje de proteccion de las

semillas tratadas hasta en un 96.46% respecto al control.

Posteriormente, Betancourt (1997) realizd un estudio similar empleando la misma
cepa de Trichoderma (Th003) frente al fitopatdgeno Fusarium oxysporum, en este
trabajo se observo que el porcentaje de proteccion en preemergencia de las semillas
de tomate fue el equivalente al 66.94% contra este tipo de fitopatogeno al
compararse con el control. Asimismo, Cardenas (1999), encontrdé que los porcentajes
de control frente a Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum sp. lycopersici en
cultivos de tomate fueron del 68% y 70% respectivamente, al emplear esta misma
cepa de T7richoderma (Th003) durante la post-emergencia de las semillas en este
cultivo bajo condiciones de invernadero, demostrando la eficiencia de esta cepa

como agente biocontrolador.



4.1.6.1. MODOS DE ACCION

El género Trichoderma esta compuesto por un gran nimero de especies que actlan
como agentes de control bioldgico debido a sus propiedades antagonistas, las cuales
se basan en la activacién de diferentes mecanismos. Las cepas de T7richoderma
ejercen un biocontrol contra hongos fitopatdgenos de manera indirecta a través de
la competencia por nutrientes y espacio, modificando las condiciones
medioambientales o promoviendo el crecimiento y los mecanismos de defensa vy
antibiosis en las plantas o directamente por mecanismos como el micoparasitismo.
Estos mecanismos directos e indirectos actlan coordinadamente y su importancia en
el proceso de biocontrol depende de la cepa de T7richoderma empleada, el hongo
contra el cual ejercera control como antagonista, el tipo de planta o cultivo, ademas
de las condiciones ambientales como pH, disponibilidad de nutrientes, temperatura y

concentracion de hierro, principalmente (Benitez et a/., 2000).

El antagonismo es un mecanismo que se basa en la actividad inhibitoria directa que
ejerce un microorganismo sobre otro y que presenta acciones opuestas en un mismo
sistema. Trichoderma sp. puede ejercer su accion antagonista sobre fitopatdgenos
mediante mecanismos como micoparasitismo, antibiosis, lisis, competencia,
predacién, estimulacion del crecimiento e induccidon de respuestas de defensa en la
planta (Cotes, 1993).

La lisis es el mecanismo en el cual intervienen las enzimas hidroliticas producidas por
los microorganismos antagonistas como factores biocontroladores. Se ha observado
que Trichoderma sp. produce celulasas que degradan /n vitro la celulosa de las
paredes celulares de microorganismos Oomicetos; ademas de glucanasas y
quitinasas que catalizan la hidrdlisis de la quitina y de los B-1,3 glucanos de las

paredes celulares de microorganismos Deuteromicetos (Cotes, 1993).

El término antibiosis hace referencia a la relacion bidtica de antagonismo en el que

un compuesto producido por un microorganismo inhibe parcial o totalmente el



crecimiento de un patégeno a través de la produccion de metabolitos toxicos o
antibidticos (Cotes, 1993). Los géneros Trichodermay Gliocladium sp., producen en
comun compuestos que actian sobre la pared y la membrana celular de otros
hongos, algunos de estos compuestos son: Alamethicina, Trichotoxina, Suzukacillina,

Gliovirina, Gliodeliquesina y Gliotoxina, principalmente (Clavijo, 1998).

4.2. FERMENTACION

El proceso conocido como fermentacion implica el empleo de microorganismos para
llevar a cabo transformaciones de la materia organica, catalizadas por enzimas. Los
productos comercialmente importantes de las fermentaciones industriales
pertenecen a cuatro categorias principales: células microbianas, moléculas grandes
como enzimas y polisacaridos, productos basicos y metabolitos secundarios que no
son necesarios para el crecimiento celular. Las células utilizadas para obtener estos
productos tienen una gran variedad de propiedades bioquimicas vy fisioldgicas. La
produccién comercial de productos de fermentacion ha empleado principalmente

diversas especies de bacterias, levaduras y hongos (Ward, 1989).

Para que un proceso de fermentacién se desarrolle adecuadamente se debe
establecer inicialmente el medio dptimo para el crecimiento de los microorganismos.
Esto incluye la determinacidn de parametros como pH, temperatura, oxigeno
disuelto y nutrientes, entre otros; con el fin de que el microorganismo ya sea hongo,
bacteria o levadura, desarrolle apropiadamente su metabolismo y obtener de esta

manera la base para un producto de interés comercial (Forero, 2002).

En cualquier proceso de fermentacién que sea objeto de estudio se deben evaluar
una serie de variables para conocer, controlar y manipular el curso de la
fermentacion; estas variables se suelen dividir entre las que se pueden medir
continuamente (temperatura, velocidad de agitacion, presion, formacion de espuma,

oxigeno disuelto y pH principalmente) y las que tipicamente se miden a ciertos



intervalos de tiempo (formacion de biomasa y de producto y consumo de sustrato
basicamente) (Montoya, 1989).

Los microorganismos implicados en los procesos de fermentacién son principalmente
quimiorgandtrofos, es decir, que pueden obtener su energia y su fuente de carbono
por la oxidacion de compuestos organicos. Los hongos mas importantes implicados
en las fermentaciones industriales se clasifican principalmente en dos grupos: los
Zygomicotina, con hifas aseptadas como los géneros Mucor y Rhizopus, y los
Deuteromicotina, septados u hongos imperfectos, por ejemplo los géneros
Trichoderma, Aspergillus, Penicilliumy Fusarium. En general, la produccion masiva
de microorganismos biocontroladores puede llevarse a cabo mediante dos técnicas:
fermentacion liquida o sumergida y fermentacién sélida o en superficie (Ward,
1989).

En el Laboratorio de Control Bioldgico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria de
Corpoica se han realizado estudios para el desarrollo de diferentes sistemas de
produccién masiva de conidios del hongo 7. koningii cepa Th003 para su empleo en
el control de diversos fitopatdgenos. Para esto, inicialmente se realizaron estudios
que incluyeron la construccién y puesta en marcha de un fermentador airlift (Florez,
2002) y otro de bandejas (Pinzdn, 2001) para la produccidon masiva a escala piloto
de diferentes microorganismos usados como agentes de control bioldgico. En cuanto
a la produccién masiva del hongo 7. koningii cepa Th003, Pefia (2002) llevo a cabo
un estudio cuyo objeto fue evaluar el efecto de diferentes sustratos sobre el
crecimiento y la produccién de conidios de Trichoderma koningii Th003 y establecer
asi un método de produccidn masiva en medio soélido. Como resultado de este
estudio se estandariz6 la composicién de un precultivo liquido y se selecciond un
sustrato sdlido, en el cual se obtuvieron los mejores rendimientos en la produccion

de conidios (hasta 10° conidios/q).



4.2.1. FERMENTACION LIQUIDA

La fermentacién liquida o sumergida es definida como la técnica de crecimiento de
microorganismos en un medio liquido, donde todos los nutrientes se encuentran
disueltos en el medio de cultivo y el proceso se lleva a cabo bajo condiciones
fisicoquimicas controladas, éste es el método mas usado por la industria
biotecnoldgica. En comparacién con la fermentacién sélida, presenta las siguientes
ventajas: se obtiene un producto mas homogéneo, es mas sencillo el control de los
factores de fermentacion como temperatura, aireacion, agitacion y pH, presenta
mejor distribuciéon del oxigeno y del calor suministrado al sistema, y se puede llevar
a cabo la medicion directa de la biomasa. La fermentacion sumergida se realiza
principalmente usando tres métodos de alimentacién de sustrato: fermentacién en
lote, fermentacion en lote alimentado y fermentacion en cultivo continuo (Crueger,
1989).

4.2.1.1. FERMENTACION POR LOTES (BATCH)

Una fermentacion discontinua o por lotes puede ser considerada como un sistema
cerrado. A tiempo cero (t), la solucidon esterilizada de nutrientes se inocula con
microorganismos y se permite que se lleve a cabo la incubacién en condiciones
optimas de fermentacion. A lo largo de toda la fermentacion no se adiciona nada,
excepto oxigeno (en forma de aire), un agente antiespumante y acidos o bases para
controlar el pH. La composicidén del medio de cultivo, la concentracion de la biomasa
y la concentracién de metabolitos cambia generalmente de manera continua como
resultado del metabolismo celular. A lo largo de la fermentacion por lote se observan
cuatro fases tipicas de crecimiento: fase de adaptacion, fase logaritmica o de

crecimiento exponencial, fase estacionaria y fase de muerte celular (Crueger, 1989).

Este tipo de fermentacidon es la alternativa mas usada debido a la facilidad que
representa la operacion del fermentador, ya que simplemente se carga con el medio

de cultivo, se esteriliza y el control del proceso es simple: se fijan al inicio de la



fermentacion la composicion del caldo y el pH, durante la operacion se mantienen
constantes la temperatura, la agitacion y el suministro de oxigeno. El tiempo de
fermentacion se fija hasta alcanzar la concentracion celular deseada vy
posteriormente se llevan a cabo las etapas de separacidon y secado de la biomasa
obtenida. Sin embargo, con este método se han obtenido productividades mas bajas
con respecto al lote alimentado y se requiere habilidad durante la operacién para

obtener calidades constantes entre lotes de produccién (Forero, 2000).

4.2.2. FERMENTACION SOLIDA

La fermentaciéon sodlida es un proceso que involucra sélidos en ausencia parcial o
total de agua libre; sin embargo, el sustrato debe tener la humedad suficiente para
permitir el crecimiento del microorganismo y que lleve a cabo todos sus procesos
metabdlicos (Pandey, 2003); ademas, sirve como fuente de nutrientes y como
soporte para que los microorganismos crezcan sobre él (Demain et al., 2000). Este
tipo de procesos tienen bajos requerimientos de energia y producen una menor
cantidad de aguas residuales en comparacién con los procesos de fermentacion
liquida (Pandey, 2003).

La técnica de fermentacidn sdlida consta de las siguientes etapas: 1) preparacion de
la mezcla sdlida, 2) reduccidn de la carga microbiana mediante la inyeccién directa
de vapor de agua o por esterilizacion en autoclave, 3) inoculacién de la matriz sélida
con un indculo liquido, 4) ajuste de la humedad y del pH, 5) puesta del medio en el
fermentador, 6) inyeccidn continua o intermitente de aire a temperatura y humedad
controladas, 7) secado hasta obtener la humedad residual deseada, 8) molienda o
adecuacion de tamafio de particula, 9) obtencidon del ingrediente activo (Forero,
2000).

Otro de los aspectos importantes a tener en cuenta para la fermentacion sélida es la
eleccion de los parametros del proceso y su optimizacion. Estos incluyen parametros

fisicoquimicos y bioquimicos como: el tamafio de particula, la humedad inicial, el pH,



el pretratamiento del sustrato, la humedad relativa, la temperatura de incubacion, la
agitacion, la aireacion, el volumen y la edad del indculo, la composicion del medio de
cultivo, la suplementacién con microelementos como sales e inductores de
crecimiento asi como de elementos traza, la extraccion del producto y su posterior
purificacion, etc. Dependiendo de la clase, el nivel y la aplicacion del experimento,
una sola o varias variables pueden ser usadas como parametros de optimizacion del

proceso (Pandey, 2003).

Dentro de los parametros mencionados anteriormente, la seleccién de un sustrato
adecuado es un factor clave en los procesos de fermentacion sélida. Generalmente
se utilizan residuos agroindustriales debido a que suplen la demanda de nutrientes
requerida por los microorganismos a un bajo costo. Algunos ejemplos son: bagazo
de cana, trigo, melaza, arroz, maiz, residuos de té, café, pulpa de remolacha y
harina de trigo, entre otros (Krishna, 2005). Adicionalmente, es necesario mantener
un nivel éptimo de humedad, ya que una baja humedad tiende a reducir la difusion
de nutrientes, el crecimiento del microorganismo, la estabilidad enzimatica y la
degradacion del sustrato. En general, los contenidos de humedad encontrados en los
procesos de fermentacién sdlida se encuentran entre el 30% Yy el 85%. Para cultivos
bacterianos, la humedad del sustrato debe ser superior al 70%, mientras que en el
caso de los hongos filamentosos, ésta podria encontrarse en un rango que oscila
entre el 20% y el 70% (Raimbault, 1998).

De esta manera, los hongos filamentosos constituyen el grupo de microorganismos
de mayor utilizacién en los procesos de fermentacion solida ya que su crecimiento
en forma de micelio e hifas, asi como su tolerancia ante condiciones tales como baja
actividad de agua y una alta presion osmdtica, les proporcionan ventajas sobre otros
microorganismos en la colonizaciéon de sustratos sélidos y su utilizacién como fuente
de nutrientes (Krishna, 2005).

Frente a la fermentacion liquida, la fermentacion sdlida presenta unos rendimientos

mas altos, esto se atribuye probablemente a la semejanza que presenta la matriz



solida al habitat natural de algunos microorganismos, lo que permite que su

actividad metabdlica se incremente (Pandey, 2003). En la Tabla 1 se presenta una

comparacion entre los dos sistemas de fermentacion.

Tabla 1. Cuadro comparativo entre los sistemas de fermentacién liquida y sdlida.

FACTOR FERMENTACION LIQUIDA | FERMENTACION SOLIDA
TIPO DE SUSTRATOS Sustratos solubles (azlicares) | Sustratos econdmicos de
EMPLEADOS caracter  agroindustrial vy
poliméricos insolubles
(almiddn, celulosa, pectina,
lignina)
AGUA Elevado consumo de agua Consumo limitado de agua y
baja actividad de agua
TEMPERATURA Facil control de la | Dificil  control de |Ia
temperatura, alta | temperatura, baja capacidad
transferencia de calor de transferencia de calor en
la matriz
AIREACION Se requiere la inyeccién de | Facil aireacion vy alto

altos volimenes de aire, el

oxigeno soluble es limitado

intercambio de gases en la

superficie de la matriz

CONTROL DE pH

Facil control del pH por la

homogeneidad del sistema

Dificil control de pH. Se
deben emplear sustancias o

sustratos con propiedades

AGITACION MECANICA

Se requiere para lograr una

buena homogenizacion

amortiguadoras
No es necesaria, por tal
razbn se opera bajo

condiciones estaticas.

ESCALAMIENTO

Disponibilidad de equipos a

nivel industrial

Necesita el disefio de nuevos
equipos y de un desarrollo

ingenieril

INOCULACION

Facil inoculacion

Facil inoculacion, el peligro

de contaminacion es menor

CONTAMINACION

Alto riesgo de contaminacion

El bajo contenido de




bacteriana humedad hace menos
probable la contaminacion

por bacterias

GASTO ENERGETICO Genera un elevado consumo | Los requerimientos de

energético energia son bajos

TAMANO Y VOLUMEN Se manejan altos volimenes | Se manejan volimenes mas
DEL EQUIPO y la inversidn en equipos y | bajos y el costo de los

tecnologia es elevada equipos es mucho menor

EFLUENTES Y POLUCION | Altos volimenes de efluentes | Bajos volimenes de

y contaminantes efluentes y contaminantes
CONCENTRACION DEL Dependiendo del producto de | Facil produccion de
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4.2.3. FERMENTACION BIFASICA

La fermentacion bifasica estd compuesta de una fermentacion que se lleva a cabo
secuencialmente en dos fases: una liquida y otra solida. Generalmente, en una
fermentacion bifasica el hongo inicialmente crece en un medio liquido hasta el final
de la fase de crecimiento exponencial, para después transferir esta biomasa a un
sustrato solido (Aponte et al., 2000).

El medio liquido empleado en la primera etapa de produccién contiene una
concentracion adecuada de carbono y nitrégeno, los cuales son esenciales para el
crecimiento. En la fermentacion sodlida, el sustrato sélido ademas de proveer un area
superficial alta para la aireacion, sirve también como soporte fisico al hongo para la
produccidn de estructuras germinativas o conidios aéreos y puede ser usado como
fuente de nutrientes (Lomer et a/,, 2002). Dentro de las ventajas de la fermentacion

bifasica se encuentran (Lomer et al., 2002):




- Si se evidencian signos de contaminacion durante la fermentacion liquida, el
proceso puede ser detenido a tiempo para evitar la propagacion de la

contaminacién en la fermentacion sélida posterior.

- Aumenta la competitividad del hongo de colonizar el sustrato sélido y reducir

la proporcion de microorganismos contaminantes.

- La colonizacién y conidiaciéon del sustrato sélido por el crecimiento activo del
microorganismo durante la fermentacion liquida es mas rapida si se compara
con una fermentacién sélida en la cual no se emplea un indculo proveniente

de una fermentacion liquida.

- Las caracteristicas morfoldgicas del indculo liquido (pellets o micelio libre)
facilitan la cobertura del sustrato sdlido y un crecimiento homogéneo del

hongo sobre éste.

4.2.4. BIORREACTORES

Los biorreactores son aparatos donde se desarrollan una serie de reacciones, por la
accion de microorganismos o de enzimas, bajo un ambiente controlado en el que se
pretende un crecimiento celular o la produccion de metabolitos de interés con una
eficiencia dptima. Para lograr el desarrollo de un proceso fermentativo es necesario
tener en cuenta que los microorganismos necesitan ciertos elementos nutricionales
(fuente de carbono, fuente de nitrdgeno, minerales y nutrientes especificos) para
activar su metabolismo celular; adicionalmente, es indispensable la determinacion y
seleccién de las variables por medir, controlar y manipular en el curso de la
fermentacion (temperatura, velocidad de agitacidén, concentracién de nutrientes,
presion, oxigeno disuelto, pH, entre otros), para mantener unas condiciones éptimas

de crecimiento (Pachén, 1997).



Debido a los altos costos de operacion del reactor STR (Stirred Tank Reactor), surgio
la necesidad de realizar investigaciones encaminadas a desarrollar un equipo que
supliera de una manera mas rentable y eficiente los altos coeficientes de
transferencia de masa y los elevados indices de mezclado requeridos en la mayoria
de los procesos de fermentacion aerobios con un bajo consumo de energia. Es asi
como surgieron nuevos disefios de biorreactores, tales como los biorreactores de
agitacién neumatica. A este tipo de biorreactor pertenecen las columnas de burbujeo
y los reactores airlift, los cuales son equipos en donde el caldo de fermentacién es
aireado y agitado mediante la inyeccidon de un gas (aire u oxigeno) suministrado a
través de un distribuidor (sparger) en forma de pequefias burbujas. El reactor airlift
por su configuracién geométrica, a diferencia de las columnas de burbujeo, induce la
recirculacion del medio de cultivo, lo que hace mas atractiva e indicada su aplicacién
para el desarrollo eficiente de cualquier tipo de fermentacion sumergida (Tsao,
1997; Doran, 1998).

4.2.4.1. FERMENTADOR AIRLIFT DE LAZO INTERNO

Los reactores airlift son equipos neumaticos de contacto gas-liqguido empleados en
procesos aerobios en los cuales el gas (aire u oxigeno) cumple las funciones de
suministrar oxigeno y agitar el medio liquido contribuyendo a la transferencia de
calor y de materia. Este concepto se utiliza principalmente en los reactores
cilindricos profundos que cuentan con conductos de aireacion, tubos concéntricos
abiertos en ambos extremos y localizados justo por encima del punto de difusién del
aire (Tovar et al, 1995). Se utilizan frecuentemente para cultivos de células
animales y vegetales, ademas de catalizadores inmovilizados, debido a que los
esfuerzos cortantes son muy inferiores a los que se presentan en los reactores
agitados convencionales. El rasgo mas caracteristico que diferencia los reactores
airlift de las columnas de burbujeo es que las corrientes de flujo de liquido estan
bien definidas, debido a la separaciéon fisica de las corrientes ascendentes y
descendentes (Doran, 1998).



Los reactores airlift proporcionan generalmente mejores mezclas que las columnas
de burbujeo, excepto cuando se opera a velocidades bajas de liquido, donde se
desarrollan corrientes de flujo heterogéneo. Ademas, esta configuracion confiere un
alto grado de estabilidad al flujo de liquido, pudiendo utilizarse mayores caudales de
gas sin producir problemas de operacidon como puede ser el flujo pistdn o

nebulizaciones (Doran, 1998).
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Figura 3. Estructura de un fermentador airlift de lazo interno (Fuente: Liu et al,
2003).

Este tipo de biorreactores estan constituidos por 3 secciones principales conectadas
entre si (Figura 3): en la seccién de ascenso (riser) el gas es burbujeado desde el
fondo del reactor por medio de un distribuidor (sparger), en esta seccidn se inicia la
dispersion del gas en el liquido en forma ascendente en contra de un fluido de dos
fases (liquido con sodlidos en suspension). Esta seccidn tiene la mas alta fraccién de
retencion de gas debido a que el liquido posee una menor densidad y es el lugar

donde existe mayor transferencia de masa gas-liquido.

El liquido elevado al final de la seccidn del riser entra a la zona de liberacién de gas,

denominada seccidn del separador gas-liquido donde el gas es removido. El liquido



mas denso libre de gas fluye dentro de la seccién de descenso (downcomer) y viaja
hasta el fondo del reactor, donde es recirculado hacia la zona de ascenso. De esta
forma, debido a la diferencia de presion hidrostatica entre la zona de ascenso y la
zona de descenso, el medio de cultivo en el interior del reactor airlift se mantiene en
constante aireacion y agitacion (Siegel, 1992). Por lo general, la altura de los

reactores airlift es alrededor de 10 veces su diametro (Doran, 1998).

Los reactores de lazo interno con tubo concéntrico estdn compuestos de uno o
varios tubos concéntricos dentro de la columna de burbujeo para la recirculaciéon del
liquido, este tipo de reactor tiene la ventaja de cumplir con los requerimientos
necesarios de transferencia de masa, buena agitacion y bajos consumos de potencia
(Liu et al, 1999). La principal diferencia entre el reactor de lazo interno y el de lazo
externo radica en el diseno del separador gas-liquido, en los reactores de lazo
interno es usualmente una extensién sin deflectores por encima de las secciones de
ascenso y descenso, mientras que en los de lazo externo es una region de flujo

horizontal sobre cualquiera de las secciones (Siegel, 1992).

El rendimiento de los reactores airlift esta fuertemente influenciado por los detalles
de construccidon del fermentador. Por ejemplo, en los reactores de lazo interno, la
variaciéon de la distancia entre la parte inferior del tubo interno y la base del reactor
modifica la presidn en esta region y afecta la velocidad del liquido y el contenido de
gas existente a través de toda la zona de ascenso. La profundidad a la que se coloca
el tubo que conforma la zona de ascenso desde la parte superior del liquido afecta
también las caracteristicas de la mezcla y la transferencia de materia (Doran, 1998).

Se ha demostrado que el tiempo de mezcla en el reactor airlift es mayor que en las
columnas de burbujeo, ya que usualmente se requieren entre 4 y 9 ciclos para que
el liquido alcance un mezclado total. El coeficiente volumétrico de transferencia de
masa (K,a) es similar al de una columna de burbujeo, si las burbujas de gas
recirculan a través de la zona de descenso. Sin embargo, cuando la zona de

descenso no contiene burbujas de gas (usualmente es el caso de reactores airlift de



lazo externo), el coeficiente volumétrico de transferencia de masa es menor que el

de las columnas de burbujeo (Chisti, 1989).

Las principales ventajas de un reactor airlift son (Siegel, 1995): 1) la circulacion del
liguido es inducida por el suministro de gas en forma de burbujas, formadas en el
distribuidor. 2) el gas cumple una doble funcién de aireaciéon y agitacion, lo que
facilita la fluidizacion de sdlidos, posibilitando su utilizacién en procesos de tres
fases. 3) satisfacen altos requerimientos de oxigeno de una manera eficiente, al
presentar altos valores del coeficiente de transferencia de oxigeno. 4) son versatiles,
ya que la operaciéon puede ser continua o discontinua a diferentes presiones. 5) su
construccion puede modificarse para trabajar con diferentes volimenes en estudios
hidrodindamicos. 6) puede ser empleado para la produccion masiva de un amplio
espectro de microorganismos tales como hongos, bacterias y levaduras. 7) de
acuerdo con la construccién del equipo y el flujo del liquido (ciclo), permite una
distribucién y remocion del calor rapida y uniforme, donde el gas cumple una
funcion importante como medio conductor. 8) por su configuracion angosta,
contribuye a que se ejerza una mayor turbulencia en el liquido, aumentando asi la
transferencia de masa y calor. 9) presenta bajos costos de construccion y operacion
ya que este tipo de reactor, al no incluir partes moviles, reduce el riesgo de
contaminacién y descarta la utilizacion de sellos y otras partes constitutivas;
ademas, gracias al suministro de aire como medio de agitacion, el consumo de
potencia es bajo. 10) presenta aumentos en la productividad en algunos procesos de
fermentacion continua en comparacion con los reactores de tanque agitado, ésto se
atribuye al elevado coeficiente de transferencia de masa y a los bajos indices de
cizalla (Chisti, 1989).



4.2.4.2. FERMENTADOR SOLIDO DE BANDEJAS

Los fermentadores usados para llevar a cabo procesos de fermentacidon en sustrato
sdlido se pueden clasificar de acuerdo a sus caracteristicas y aplicaciones (Durand,
2003). En el fermentador de bandejas (Figura 4), el sustrato inoculado se distribuye
en bandejas inmdviles formando un lecho de altura generalmente inferior a 2cm. Las
bandejas se colocan consecutivamente en hileras una sobre otra, con algunos
centimetros de espacio entre ellas para permitir el flujo de aire y gases, y son
colocadas en una camara de acero inoxidable bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad durante cierto tiempo (Durand, 2003). Dentro de sus
ventajas se encuentran: bajo costo de inversidon en equipos, facilidad de aireacion
debido al aumento del area de transferencia, manejo de altos volimenes de
material, aunque no permite un control estricto del proceso de fermentacién
(Durand, 2003). A gran escala se emplean principalmente para la produccion de

productos alimenticios fermentados como natto, sake y soya.
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Figura 4. Aspecto externo de un fermentador de bandejas empleado en

fermentacion soélida (Fuente: Pinzén, 2001).



4.3. CONSUMO DE SUSTRATO EN UN CULTIVO CELULAR

Las células consumen sustrato del medio de cultivo y lo canalizan a través de
diferentes rutas metabdlicas, parte del sustrato puede utilizarse directamente en el
crecimiento y en la sintesis de producto, mientras que otra parte se utiliza para
generar la energia necesaria para las actividades de mantenimiento. El sustrato
requerido para dicho mantenimiento varia considerablemente dependiendo del
organismo y de las condiciones de cultivo (Doran, 1998). Para la determinacion de
los parametros de crecimiento es necesario implementar y estandarizar técnicas

analiticas que permitan evaluar las transformaciones llevadas a cabo por las células.

La presencia de azUcares reductores se puede determinar mediante la técnica del
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), la cual es una técnica de oxidorreduccién que se
basa en la capacidad que tiene la glucosa de oxidarse y reducir el acido 3,5-
dinitrosalicilico en condiciones alcalinas. Esta reduccion se evidencia por la
produccidén de una coloracion que se hace mas intensa a medida que aumenta la
concentracion de azucares reductores, razon por la cual esta técnica se encuentra
dentro de las denominadas técnicas colorimétricas (Miller, 1959). La concentracion
se determina mediante la lectura de la absorbancia en un espectrofotdmetro de

acuerdo con la ley de Lambert - Beer.

4.4. DETERMINACION DE BIOMASA FUNGICA

4.4.1. N-ACETILGLUCOSAMINA

La pared de los hongos es rigida, lo que proporciona forma y contextura a la célula;
es funcionalmente inerte, pero necesaria para la célula en razon de que sin ella las
enormes tensiones superficiales que tendria que soportar la destruirian. Los estudios
de la composicién quimica de la pared celular de los hongos muestran que ésta es
bastante compleja, pero en general, tiene como constituyente principal un

polisacarido (quitina, glucano, escleroglucano, entre otros), que difiere en su



composicion segun se trate de un moho o una levadura y entre géneros y especies

presentan grandes diferencias (Franco & Santaella, 2000).

El compuesto basico de la pared celular de un hongo filamentoso es la quitina, la
cual es un polimero lineal, similar a la celulosa, pero consiste en residuos de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) con enlaces B-(1—4) en lugar de residuos de glucosa. En
la quitina el grupo hidroxilo (-OH) en el dtomo del carbono en posicion 2 de cada
subunidad de glucosa esta reemplazado por un grupo que contiene nitrégeno. Como
los residuos de GIcNAc estan cargados negativamente, las fibras de quitina son
polianidnicas y pueden formar complejos con varios cationes. La fijacion de los
cationes a la matriz de quitina le confiere rigidez y resistencia a la pared celular.
Naturalmente, el contenido de quitina es muy variable, no se encuentra en algunos

hongos pero es el principal compuesto de otros (Horton, 1995).

4.4.2. CUANTIFICACION DE N-ACETILGLUCOSAMINA

Muchos autores han descrito métodos indirectos para cuantificar la biomasa que se
obtiene por fermentacion sodlida. Estos métodos indirectos estan basados en la
medicion del contenido de diferentes componentes celulares tales como quitina,
ergosterol, proteinas y acidos nucleicos; pero también a través de la medicion de
actividades bioldgicas como la respiracion. El contenido de los diferentes
componentes celulares puede cambiar de manera especifica entre los hongos
dependiendo de la especie, de las condiciones de crecimiento y de la edad del
cultivo. Uno de los métodos mas utilizados para la determinacion del crecimiento
fungico durante un proceso de fermentacion sdlida es la cuantificacion del contenido
de glucosamina, ya que se ha demostrado que este componente celular es
proporcional a la biomasa de una muestra determinada (Desgranges et al., 1993;
Durand et al., 1991; Tomaselli et al., 2001).

Adicionalmente, se debe tener en cuenta que el contenido de glucosamina varia de

acuerdo con la edad y las condiciones del cultivo, la composicion del medio, el



método de cultivo usado y es asi mismo afectado por la naturaleza de la fuente del
carbono. La principal desventaja de la técnica es que el tiempo necesario para el

procesamiento de las muestras excede las 24 horas (Krishna, 2005).

4.5. DISENO DE EXPERIMENTOS PARA PROCESOS FERMENTATIVOS

Un modelo que conduzca al mejoramiento de los procesos fermentativos debe
empezar por la medicién del rendimiento del producto de interés como una
respuesta a la influencia de factores tales como la composicion del medio de cultivo
(balance nutricional, fuentes adecuadas de carbono y nitrégeno), temperatura, pH,

aireacion, entre otros (Demain et a/., 2000).

El desarrollo y el comportamiento de los procesos fermentativos han sido modelados
y explicados frecuentemente usando los métodos clasicos de experimentacion, con
un solo factor que cambia o varia en el tiempo, mientras que los demas se
mantienen constantes. Sin embargo, las técnicas de disefio de experimentos
presentan una alternativa mas equilibrada para lograr el modelamiento de este tipo
de procesos. Idealmente, el disefio de experimentos es un proceso secuencial
(Haaland, 1989 citado por Demain et al, 2000) en el que los factores mas
importantes son estudiados inicialmente para determinar las condiciones
nutricionales y fisicas que ejercen una mayor influencia sobre la variable de
respuesta clave y posteriormente se van eliminando en orden de significancia, hasta

obtener una lista mas manejable y real de los factores para optimizar el proceso.

4.5.1. DISENOS TIPO FACTORIAL FRACCIONADO

El disefo factorial fraccionado es un modelo que incluye sélo una fraccion de todas
las combinaciones posibles que comprende un factorial completo (Demain et al,
2000). Los disefios factoriales fraccionados consisten en 2 partes expresadas como
NP, donde N hace referencia a los niveles correspondientes de cada factor, k es el

nimero total de factores involucrados y (1/2)° es la fraccién del disefio de un



factorial completo, donde el valor de p es menor al valor de k. La utilidad de un
disefio factorial fraccionado se basa en la nocidn de que los efectos principales son
los mas importantes para el modelamiento y entendimiento de un proceso

multifactorial, asumiendo que la interaccién de los factores no es significativa.

Una interaccion estadistica entre dos factores ocurre cuando el efecto principal de
uno de los factores depende del nivel elegido para el segundo factor. La aplicacion
de este modelo de experimentos en procesos fermentativos se da por ejemplo, en
procesos en los cuales se evallan los efectos de un ndmero elevado de factores
tales como la temperatura, la salinidad y el pH sobre el crecimiento de ciertos

microorganismos (Demain et a/,, 2000).

4.5.2. DISENO SIMPLEX

El método simplex es una técnica evolucionaria que puede ser usada para mejorar
continuamente y/o lograr la optimizacion de procesos (Deming & Morgan, 1973
citado por Demain et a/., 2000). El procedimiento comienza por la seleccién de dos o
mas factores criticos para el proceso, el nimero de experimentos que se llevan a
cabo es igual al niUmero de variables o factores criticos. Los resultados de las
corridas experimentales establecen la direccién hacia la cual se encuentra la mejor

respuesta para cada factor evaluado.

El disefio simplex es un modelo que se utiliza cuando se tienen muchos factores,
como en las etapas exploratorias o de screening o bien cuando es necesario utilizar
un minimo de puntos de prueba debido al costo de cada corrida experimental. El
disefio consiste de N=k+1 puntos, que es el nimero de parametros en el modelo de
primer orden con k factores. Por lo tanto, se requieren de repeticiones si se quiere
probar la significancia de los coeficientes, lo que aumenta el nimero de corridas. Un
simplex es una figura geométrica de n dimensiones constituido de n+1 dimensiones
donde cada dimension corresponde a una variable a ser optimizada (Gutierrez & De
la Vara, 2004).



5. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Control Bioldgico
del Centro de Biotecnologia y Bioindustria de la Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria (CORPOICA), en el Centro de Investigaciones Tibaitata

ubicado en el Km.14 - via Mosquera.

5.1. OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE LA CEPA DE INTERES

Para este trabajo se empled la cepa del hongo 7richoderma koningii codificada como
Th003, suministrada por el Banco de Germoplasma de Microorganismos del
Laboratorio de Control Bioldgico de Corpoica tras ser reactivada en agar PDA (agar
papa dextrosa) (Anexo 5). La coleccion de trabajo se mantuvo a través de repiques
en agar PDA por la técnica de puncidon central con un maximo de dos pases
sucesivos, los cuales se incubaron durante siete dias a una temperatura de 25°C

para permitir la esporulacién del hongo.

5.2. FERMENTACION BIFASICA

5.2.1. Produccidon de preinéculos de Trichoderma koningii ThO03

Para la obtencién de los preinéculos de 7. koningii Th003, se prepard una
suspension madre de conidios a partir del raspado superficial de una caja de agar
PDA con el hongo esporulado. Los conidios se suspendieron en 10ml de agua
destilada con Tween 80 al 0.1% (v/v), esta suspensién madre se homogeneizd en
un agitador vibratorio durante 10 segundos, se realizaron diluciones decimales
seriadas con la adicién de Tween 80 al 0.1% (v/v) y se ajusto la concentracion inicial
de los preindculos a 1x107 conidios/ml mediante recuento de los conidios en camara

de Neubauer.



Posteriormente, se inocularon 2ml de la suspension de conidios preparada
anteriormente en erlenmeyers de 125ml que contenian 25ml del medio estéril SL1
compuesto principalmente de arroz y melaza (Anexo 5) estandarizado previamente
(Pefa, 2002), y se incubaron a 25°C con agitacién constante (180 rpm) durante 24
horas. Bajo las condiciones mencionadas anteriormente se llevaron a cabo los
cambios de volumen correspondientes a erlenmeyers de 500ml y 1000ml
conservando en todos los casos la relacion geométrica de 1/5 respecto al volumen
empleado. Se realizaron cuatro repeticiones para obtener un volumen de preindculo
equivalente a 1408ml. La concentracién final se determind por recuento en camara
de Neubauer y la pureza del caldo se verificO mediante la observacién microscdpica

con azul de lactofenol.

5.2.2. Descripcion del biorreactor

El equipo empleado para llevar a cabo las fermentaciones en medio liquido fue un
biorreactor airlift de lazo interno disefiado y construido en un trabajo previo en el
Laboratorio de Control Bioldgico de Corpoica (Flérez, 2002). El equipo esta acoplado
a una linea de aire, que se esteriliza previamente mediante filtracién y se humidifica
para ser luego inyectado desde el fondo del biorreactor en forma de burbujas a
través de un distribuidor anular de acero inoxidable que posee 36 agujeros de 1mm
de didmetro cada uno. Segun los parametros de disefio, el biorreactor presenta un
volumen de trabajo de 20 litros, con una zona de desgasificacion de 5 litros
aproximadamente. Ademas, su construccion permite el uso de diferentes secciones

del riser para trabajar con diferentes volimenes de medio liquido.

El caudal de aire inyectado puede ser monitoreado visualmente a través de un
rotametro y controlado mediante el accionamiento de una valvula. Por otra parte, el
control de la temperatura se realiza mediante un pirometro digital, el cual se
encuentra conectado a una resistencia que cumple la funcién de calentamiento y

mantenimiento de la temperatura, ademas estd acoplado a una termocupla que



permite el registro de la temperatura en todo momento del proceso de fermentacion
(Urdn, 2005).

5.2.3. Fermentacion liquida

5.2.3.1. Seleccién de las condiciones de fermentacion liquida

Se realizaron 6 fermentaciones sumergidas empleando el medio SL1 estandarizado
previamente para este microorganismo (Pefia, 2002). Este medio tiene una relacién
C/N de 8.89 y estd compuesto en un 80% de carbohidratos estructurales en forma
de almidon hidrosoluble principalmente (Anexo 5). Las condiciones iniciales para
llevar a cabo la fermentacién liquida con el hongo 7. koningii fueron determinadas
en trabajos anteriores (Pefa, 2002). Estas condiciones fueron: temperatura de 25°C
y un tiempo de fermentacién de 48 horas. Los factores a evaluar se escogieron
teniendo en cuenta dos tipos de caracteristicas: relacionadas con el equipo y con las

condiciones fisico-quimicas de la fermentacion del hongo 7. koningii cepa Th003.

El volumen de antiespumante fue seleccionado como variable de estudio ya que la
generacion de espuma ocasiona pérdidas de la biomasa durante el proceso de
fermentacion, disminuyendo su productividad. Segun estudios previos (Liu et al,
2003; Pelton, 2002), la concentracion que generalmente se emplea en procesos de
fermentacion que involucran fermentadores airlift es de 0.1% v/v y este valor se
utilizd como nivel alto en el disefio experimental. La altura de la zona de ascenso
juega un papel importante en el desarrollo de una fermentacién liquida, ya que la
altura de la zona de ascenso estad relacionada con la recirculacion del caldo de
fermentacion, la eliminacién de zonas muertas y el tiempo de mezcla. El caudal de
aire inyectado al sistema también fue seleccionado como variable de estudio, puesto
que segun Doran (1998), se ha demostrado que tiene una influencia directa sobre
la velocidad de crecimiento, la concentracion de biomasa y la morfologia del
microorganismo empleado. De otro lado, como variable de respuesta se escogid la

concentracion de biomasa, puesto que dicha biomasa serviria para la posterior



inoculacién del sustrato sodlido. Los niveles evaluados para cada variable se

presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Niveles evaluados en la fermentacion liquida del hongo 7. koningii ThO03

en un biorreactor airlift.

Variable de
Factores Nivel bajo Nivel alto respuesta
Altura de la zona 44.3cm 55.1cm Concentracion de
de ascenso biomasa (micelio
Caudal del gas de 0.5vvm 0.75vvm principalmente)
entrada
Volumen de 0.075% (v/v) 0.1% (v/v)
antiespumante 15ml 20ml

El disefio experimental aplicado para generar la matriz o nucleo de experimentos
inicial fue un disefio factorial fraccionado a la mitad. Los valores de los factores
seleccionados para llevar a cabo las 4 fermentaciones liquidas iniciales que se

obtuvieron aplicando este disefio experimental, se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de los factores evaluados en la fermentacion liquida del hongo 7.

koningi/i ThOO3 en un biorreactor airlift.

VARIABLES
Fermentacion Altura del Caudal de Volumen de
riser (cm) aire (vvm) antiespumante (ml)
1 44.3 0.75 15
2 44.3 0.75 20
3 55.1 0.5 15
4 55.1 0.5 20

Para llevar a cabo la implementacion de las fermentaciones adicionales se empled el
método evolucionario simplex (K+2), donde K es el nlcleo de la matriz, equivalente

a las 4 fermentaciones iniciales. Para cumplir la condiciéon de evolucionario, es decir,



que permita avanzar hacia la optimizacion del proceso, se realizaron 2
fermentaciones adicionales, cuyos niveles fueron el resultado de la elecciéon de las

mejores respuestas de las 4 fermentaciones anteriores (Tabla 4).

Para obtener los nuevos tratamientos se halld el centroide de la hiperfase para cada

variable, el cual estaba definido por:
Pc = (1/k )(P1+P2+...+ Pj-1 + Pj+1 +...+Pk+ Pk+1)
Donde:
Pc: Centroide de la hiperfase
K: Ndmero de dimensiones del simplex

Pj: Vértice correspondiente a la peor respuesta

El nuevo simplex fue definido por esta fase y un nuevo vértice P que correspondid a

la reflexion del vértice rechazado Pj a través de la fase por el centroide Pc:

P=Pc+ (Pc-Pj)

Tabla 4. Valores de los factores evaluados para las 2 fermentaciones liquidas

adicionales mediante la aplicacion del método simplex.

VARIABLES
Fermentacion Altura del Caudal de Volumen de
riser (cm) aire (vvm) antiespumante (ml)
5 58.7 0.42 22
6 68.3 0.20 18

Cada una de las fermentaciones liquidas realizadas (6 en total) constituyé un Unico

tratamiento, sin repeticiones.



5.2.3.2. Fermentacion en medio liquido

La fermentacion liquida se llevd a cabo en un biorreactor airlift bajo las condiciones
descritas anteriormente. El monitoreo del crecimiento fungico se realizd a través de
la toma de muestras de 250ml del caldo de fermentacion, cada 6 horas durante las
48 horas del proceso de fermentacion, para un total de 8 muestreos. La toma de

muestras se realizd empleando una bomba peristaltica PD-50006.

La pureza del cultivo se verificO mediante una coloracion de azul de lactofenol para
la observacién de estructuras flngicas. La viabilidad del hongo se evalué mediante la
técnica de recuento en placa sobre agar Saboureaud-Rosa de Bengala y la
germinacién de conidios se evalud a través de la siembra en agar extracto de malta.
Ambos procedimientos se realizaron por triplicado y siguiendo el protocolo
establecido para tal fin en el Laboratorio de Control Bioldgico del Centro de

Biotecnologia y Bioindustria de Corpoica (Anexos 3 y 4).

5.2.3.3. Determinacion del consumo de sustrato

El consumo de sustrato fue evaluado mediante la técnica colorimétrica del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) siguiendo el protocolo descrito por Miller (1959) para
determinar la presencia de azlcares reductores. Previamente se elabord una curva
patron de DNS con la cual fue posible cuantificar el consumo de sustrato en funcién
del tiempo de fermentacidon (Anexo 1). Esta metodologia se llevd a cabo después de
centrifugar muestras de 2ml del caldo de fermentacién, durante 20 minutos a 15000

rpm, a una temperatura de 2°C y recuperando el sobrenadante.



5.2.4. Determinacién de biomasa fungica a partir de la

cuantificacién de N-acetilglucosamina

Para la cuantificacion de la biomasa fungica se empled la técnica colorimétrica de la
glucosamina, segun el protocolo descrito por Drysdale & Ride (1972), Tomaselli y

colaboradores (2001) y Durand y colaboradores (1991).

5.2.4.1. Peso seco

Para cada muestra se centrifugaron 160ml del caldo de fermentacién durante 30
minutos a 8000 rpm y a una temperatura de 8°C en una centrifuga Sorval Biofuge
Stratos modelo D-37520, la biomasa himeda obtenida se secé durante 72 horas a

50°C hasta obtener un peso constante (Tomaselli et a/., 2001).

5.2.4.2. Tratamiento acido-térmico

La biomasa seca obtenida en el numeral anterior fue resuspendida en 4ml de acido
sulfurico (H,S04) al 72% (v/v) y se incubd en un bafio termostatado durante 30
minutos a 25°C con agitacion constante (130 rpm). Posteriormente se realizd una
dilucién en 54ml de agua destilada estéril y esta mezcla se esterilizd en autoclave
durante 2 horas a 121°C. A cada una de las muestras se le ajustd el pH a 7.0 por
adicion de hidroxido de sodio (NaOH) 15M y 0.5M respectivamente, usando un

potenciémetro Schott.

5.2.4.3. Ensayo colorimétrico

Para el desarrollo del ensayo colorimétrico se siguid el protocolo descrito por
Drysdale & Ride (1972), usando como blanco el medio estéril autoclavado sin
inoculaciéon del hongo. Inicialmente se mezclaron 1.5ml de la solucién neutralizada
en la etapa anterior con 1.5ml de nitrito de sodio (NaNO,) al 5% (p/v) y 1.5ml de

sulfato basico de potasio (KHSO,) al 5% (p/v). Esta solucion fue sometida a



agitacion constante (130rpm) durante 15 minutos a 25°C en un bafio termostatado.
Se sacaron por triplicado muestras de 1.5ml y a cada una se le adicionaron 0.5ml de
sulfamato de amonio (NH4SOsNH,) al 12.5% (p/v) y se sometieron a una agitacion
de 130rpm durante 5 minutos a 25°C. Posteriormente se adicionaron 0.5ml de MBTH
(3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone hydrochloride hydrate) al 0.5% (p/v), las
muestras fueron sometidas a una temperatura de ebullicion de 92°C durante 3
minutos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Finalmente, a estas muestras
se les adiciond 0.5ml de cloruro férrico (FeCls) al 0.5% (p/v) para completar un
volumen final de 3ml y se dejaron durante 30 minutos en reposo antes de llevar a
cabo la lectura de la absorbancia en un espectrofotémetro Spectronic Milton Roy 601
a una longitud de onda de 650nm. La concentracién de N-acetilglucosamina se
determind al reemplazar los valores de absorbancia obtenidos en la curva de

calibracién elaborada para tal fin.

La curva de calibracion para glucosamina se construyd siguiendo el protocolo
descrito anteriormente, utilizando como patréon glucosamina hidroclorada y como
blanco agua destilada estéril (Drysdale & Ride, 1972) (Anexo 2).

5.2.5. Fermentacion sélida

5.2.5.1. Preparacién del sustrato sélido

El sustrato sélido estandarizado previamente (Pefia, 2002) compuesto de arroz y
salvado de trigo principalmente y codificado como SS1, se prepard colocando 5509
de éste sustrato en bolsas de polietileno de alta densidad y adicionando 352ml de
agua para obtener una humedad tedrica inicial del 39%. Las bolsas con sustrato SS1
se sometieron a un proceso de esterilizacion a una temperatura de 121°C durante

20 minutos y posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente.



5.2.5.2. Descripcién del biorreactor

El fermentador de bandejas que se empled para la realizacién de este trabajo fue
disefiado en un trabajo previo en el Laboratorio de Control Bioldgico de Corpoica
(Pinzdn, 2001). Este equipo consta de dos camaras independientes, cada una de las
cuales cuenta con un escabiladero en acero inoxidable que sirve como soporte a 60
bandejas de 70cm de largo por 44cm de ancho y 1lcm de profundidad.
Adicionalmente, el equipo posee un sistema de distribucion de aire interno tipo
flauta entre bandejas, que permite la adecuada distribucion de aire sobre el sustrato
y un control de temperatura PID mediante un pirémetro digital que controla una
resistencia eléctrica. El proceso de esterilizacion del fermentador se realiza in situ

con calor seco a una temperatura de 100°C durante 4 horas.

El equipo tenia una capacidad volumétrica por cdmara de 48000cm’ y por bandeja
de 1680cm’. El nivel alto del nimero de bandejas por utilizar (15), corresponde a un
espacio de 4cm entre bandejas y un volumen de trabajo de las bandejas de
25200cm’®; mientras que para el nivel bajo del nimero de bandejas por utilizar (10),
el espacio entre bandejas corresponde a 6cm y un volumen de trabajo de las
bandejas de 16800cm?.

5.2.5.3. Seleccioén de las condiciones de fermentacion soélida

Se realizaron 12 fermentaciones sdlidas empleando el medio SS1 estandarizado
previamente para este microorganismo (Pefia, 2002). Este medio tiene una relacién
C/N de 8.89 y esta compuesto en un 80% de carbohidratos estructurales, en forma
de almiddén hidrosoluble, principalmente (Anexo 5). La eleccién de los factores a
evaluar se efectud teniendo en cuenta 3 tipos de caracteristicas: las relacionadas
con el equipo, con las condiciones fisico-quimicas de la fermentacion y las

relacionadas con el hongo 7. koningii cepa Th003.



Se eligié la temperatura debido a que es un factor clave dentro del proceso de
fermentacion sdélida, puesto que estd directamente relacionado con la actividad
metabdlica del microorganismo y la velocidad de crecimiento de éste (Krishna,
2005). Por tanto, es importante tener presente el caudal del aire inyectado al
sistema debido a que regula el control de la temperatura y de la humedad dentro del

sistema a través de la transferencia de masa y la remocion de calor (Krishna, 2005).

El volumen del indculo liquido obtenido en el fermentador airlift y aplicado al
sustrato sdlido es un factor importante, ya que de su concentracién final depende la
velocidad de colonizacion del sustrato sélido (Krishna, 2005; Pandey, 2003). Por
Ultimo, la cantidad de bandejas empleada para llevar a cabo cada corrida
experimental es importante, puesto que el espacio entre bandejas limita la entrada
de luz al sistema (sustrato+microorganismo). Se ha demostrado en trabajos previos
(Roncal et al, 2003) que este factor es fundamental para que ocurra el proceso de

esporulacion de algunos hongos filamentosos incluyendo al hongo 7. koningii.

La variable de respuesta escogida fue la concentracion final de conidios, puesto que
éstos son el producto biotecnoldgico de interés, al constituir el principio activo de un
bioplaguicida. Los niveles seleccionados para cada uno de los factores se
determinaron teniendo en cuenta los valores reportados por la literatura consultada

para este tipo de procesos (Tabla 5).

Tabla 5. Niveles evaluados para la fermentacion sélida del hongo 7. koningii

ThOO3 en un biorreactor de bandejas.

VARIABLES DE NIVEL BAJO | NIVEL ALTO VARIABLE DE
ESTUDIO RESPUESTA
Temperatura 25°C 27°C Concentracién de
Cantidad de 10 15 conidios
bandejas
Volumen de 110ml 220ml
in6culo liquido




Caudal de aire Ovvm, 0.25vvm, 0.5vvmy

inyectado lvvm

El diseno experimental empleado para generar el nlcleo de experimentos inicial en
la fermentacion sdlida fue un factorial fraccionado a la mitad, el cual implico llevar a
cabo 8 corridas experimentales. Las condiciones de operacién para cada
fermentacion se establecieron de acuerdo con los tratamientos obtenidos por el

disefo de experimentos seleccionado (Tabla 6).

Tabla 6. Valores de los factores evaluados en la fermentacién sélida del hongo 7.

koningii ThOO3 en un biorreactor de bandejas.

VARIABLES
Caudal | Temperatura Ndmero Volumen de
Fermentacion | de gas (°0) de in6culo liquido
(vwm) bandejas (ml)
1 0.5 27 15 220
2 0.5 25 15 110
3 1.0 27 10 110
4 1.0 25 10 220
5 0.25 25 10 110
6 0 25 15 220
7 0 27 15 110
8 0.25 27 10 220

Para llevar a cabo la implementacion de las fermentaciones adicionales se empled el
método evolucionario simplex (K+2), donde K es el nlcleo de la matriz, equivalente
a las fermentaciones pertenecientes al nucleo de experimentos. Para cumplir la
condicién de evolucionario, es decir, el acercamiento hacia las condiciones dptimas,
se realizaron 4 fermentaciones adicionales (Tabla 7), cuyos niveles se obtuvieron

siguiendo el procedimiento empleado en la fermentacion liquida (numeral 5.2.3.1.).



Tabla 7. Valores de los factores evaluados para las 2 fermentaciones sodlidas

adicionales mediante la aplicacion del método simplex.

VARIABLES
Caudal Temperatura NUmero Volumen de
Fermentacion de gas (°0) de in6culo
(vwm) bandejas | liquido (ml)
9 0.33 24.33 8 220
10 0.33 24.33 8 110
11 0.58 25.76 12 94.28
12 0.58 25.76 12 47.14

Para cada una de las fermentaciones sélidas o tratamientos evaluados se emplearon

cuatro repeticiones.

5.2.5.4. Inoculacion del sustrato sélido

El sustrato sdlido obtenido en la etapa anterior se inoculd con el caldo de
fermentacion proveniente del biorreactor airlift (numeral 5.2.3.2.), el volumen de
indculo para cada bolsa fue dependiente del tratamiento (Tablas 6 y 7); por lo tanto,
la humedad tedrica inicial del sustrato dependia directamente del tratamiento
evaluado. La homogeneizacion del indculo sobre el sustrato se realizd manualmente.
Posteriormente, el sustrato inoculado se distribuyd de manera uniforme sobre las
bandejas de acero inoxidable del fermentador sélido en un cuarto estéril de acuerdo
con el tratamiento a emplear. Finalmente, el equipo se cerrd herméticamente y se
ajustaron la temperatura y el caudal de aire segun las condiciones de fermentacion

establecidas por el disefio experimental.

5.2.5.5. Cinética de crecimiento en medio sélido

El tiempo de fermentacion fue de 7 dias, ya que éste es el tiempo requerido por el
hongo 7. koningii cepa Th003 para llevar a cabo la colonizacién del sustrato sélido y
su esporulacién y fue establecido en un trabajo anterior (Pefia, 2002). La evaluacion

del proceso de esporulacion del hongo se realizd durante los dias 5, 6 y 7 de



fermentacion a partir de un muestreo diario segin una distribucion espacial

preestablecida (Figura 5).

La cuantificacién de la biomasa (expresada en conidios/g) se realizd6 mediante la
técnica de recuento de conidios en camara de Neubauer. Para esto, se tomaron 0.1g
de muestra homogeneizada (conidios + sustrato) y se adicionaron a 10ml de agua
destilada con Tween 80 al 0.1% (v/v), esta suspension se homogeneiz6 en un
agitador vibratorio durante 10 segundos y posteriormente se realizaron diluciones
decimales seriadas hasta obtener la dilucién apropiada (10°) usando agua destilada
con Tween 80 al 0.1% (v/v), estimando el nimero de conidios/ml. El nimero de
conidios/g de sustrato se obtuvo multiplicando el promedio del numero de
conidios/ml por el volumen empleado en la suspensién inicial y dividiendo por el

peso de la muestra.

La viabilidad del hongo se evalud realizando siembras en agar Saboureaud-Rosa de
Bengala y la germinacion del hongo se evaludé mediante siembra en agar extracto de

malta, aplicando los procedimientos establecidos para tal fin (Anexos 3 y 4).
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Figura 5. Ubicacion de toma de muestras en las bandejas de acero inoxidable del

fermentador sélido.



5.3. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos obtenidos se realizd empleando el programa estadistico
Statgraphics. Los datos obtenidos fueron sometidos a andlisis de varianza ANOVA y
a la prueba de comparacion de medias LSD (diferencia minima significativa) a un
nivel de confianza del 95%; ademas se emplearon cartas de pareto para determinar

el efecto de los factores evaluados sobre la variable de respuesta.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. FERMENTACION BIFASICA

6.1.1. FERMENTACION LIQUIDA

Cuando se llevé a cabo la produccidn de 7. koningii Th003 a nivel de erlenmeyer
(precultivo), se observd un rapido desarrollo del micelio en el medio de cultivo y
abundante acumulacién en las paredes del recipiente (Figura 6); ademas, se
evidencid un incremento de la viscosidad y un cambio gradual de color del medio
(oscurecimiento) al final del periodo de incubacion (72 horas). Sin embargo, la
morfologia micelial fue variable observandose la presencia de pellets o aglomerados
de micelio hasta la esporulacién del hongo en las paredes del recipiente, lo cual es

un indicativo de las diferentes estructuras que presenta el hongo en medio liquido.

Figura 6. Aspecto macroscopico de los precultivos del hongo 7. koningii ThO03.

6.1.1.1. CINETICA DE CRECIMIENTO EN BIORREACTOR AIRLIFT

Los datos de peso seco obtenidos experimentalmente (Tabla 8), permitieron
comprobar la hipdtesis de que los factores evaluados afectaron directamente la

productividad del proceso de fermentacién liquida, ya que las diferencias entre



tratamientos alcanzaron hasta un 43.33%. Ademas, la variacion de la morfologia del
hongo 7. koningii Th003 fue un elemento que influyd sobre la biomasa obtenida al
final del proceso de fermentacion liquida, por lo cual se deduce que es necesario
realizar un control exacto sobre las condiciones de incubacidn respecto a la etapa de
precultivo; la alteracion de estas condiciones (temperatura y agitacion,
principalmente) se refleja sobre la cantidad de biomasa final producida y sobre el
tipo de morfologia adoptada por el hongo para iniciar la fermentacion posterior en el

biorreactor airlift.

Se determind que el mejor tratamiento se presentd durante la fermentacion liquida
4, con una produccion final de biomasa de 15.61 g/l, en la cual las condiciones de
operacion fueron: caudal de aire 0.5vvm, altura de la zona de ascenso 55.1cm y
volumen de antiespumante 20ml; mientras que el peor tratamiento se presentd
durante la fermentacion liquida 1 con una produccion final de biomasa de 4.19 g/I,
bajo las siguientes condiciones de operacién: caudal de aire 0.75vvm, altura de la

zona de ascenso 44.3cm y volumen de antiespumante 15ml.

Tabla 8. Resultados de peso seco del hongo 7. koningii ThOO3 en biorreactor
airlift, tiempo de fermentacién: 42 horas. Las letras representan los grupos
homogéneos obtenidos al aplicar un analisis de comparacion de medias LSD con un nivel de

confianza del 95% (Anexo 6a).

FERMENTACION BIOMASA SECA (g/I) GRUPOS
HOMOGENEOS
1 4.19 a
2 9.91 ab
3 8.86 ab
4 15.61 b
5 6.34 ab
6 8.65 ab




El tiempo de fermentacion y la concentracion de los preindculos, establecidos en
trabajos previos y empleados para este estudio (Pefia, 2002), estan directamente
relacionados con la productividad del proceso de produccién masiva del hongo 7.
koningii Th003. Respecto a la concentracién de los preindculos usados para el
proceso de fermentacion liquida en este trabajo, Crueger (1989) y Papagianni
(2002) argumentan que con el fin de tener suficiente indculo para el proceso de
fermentacion es necesario llevar a cabo una etapa de precultivo, que equivale al 5-
10% del volumen total empleado para la fermentacién liquida en el biorreactor,
puesto que si una fermentacién inicia con demasiado o poco indéculo del realmente
necesario, el crecimiento del microorganismo se retrasa y la velocidad de formacién
de producto que en este caso es biomasa, puede ser insatisfactoria; viéndose esto
reflejado en las cantidades de biomasa obtenidas al final del proceso, las cuales

difieren a las esperadas inicialmente.

Segun Pefa (2002), el tiempo de fermentacion éptimo para este hongo es de 48
horas, pero en el presente trabajo se encontré que el incremento de biomasa
(expresada en g/l de biomasa seca) entre la hora 42 y la hora 48 no es importante
sobre la cantidad de biomasa global generada al final proceso de fermentacion,
aproximadamente de 1g/l para todas las corridas experimentales, excepto en la

fermentacion 2 y 3 en las que el incremento fue de 2.5g/I.

Sin embargo, se utilizaron para los andlisis posteriores los valores de la hora 42 de
fermentacion, debido a que los valores de biomasa seca obtenidos permiten suponer
que en este tiempo el hongo se encuentra todavia en su idiofase y esta listo para ser
transferido al sustrato solido. Por esta razon, se llegd a la conclusion de que no es
necesario llevar el proceso de fermentacion liquida en biorreactor airlift hasta el
tiempo mencionado por Pefia (2002), principalmente por practicidad y costos de

operacion.
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Figura 7. Representacion grafica de los efectos principales de los factores
evaluados sobre la concentracion de biomasa en la fermentaciéon liquida. Las

pendientes representan los efectos negativos o positivos.

A partir de los resultados obtenidos se llevd a cabo un analisis de pareto (Figura 8) y
un analisis de interacciones entre factores (Figura 7) que permitié establecer que
tanto las condiciones de operacién, la geometria del equipo y las condiciones
fisicoquimicas tienen una influencia directa sobre la formacion del producto
(biomasa) durante el proceso de fermentacion. Al analizar por separado los efectos
de cada uno de los factores evaluados, se observd que el mayor efecto lo tuvo el
volumen de antiespumante, siendo éste un efecto positivo para el sistema de
fermentacion. De igual manera, se observd que el factor altura de la zona de
ascenso tuvo un efecto positivo y el factor caudal de aire, tuvo un efecto negativo

sobre la produccién de biomasa al final del proceso (Figuras 7 y 8).
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Figura 8. Carta de Pareto para los factores evaluados en un biorreactor airlift para

la fermentacion liquida.

De acuerdo con el analisis de pareto (Figura 8) ninguno de los factores evaluados
presentd un efecto significativo sobre la concentracion de biomasa obtenida después
del proceso de fermentacion liquida, aunque se pudo observar que el efecto mas
importante fue la interaccion de los factores altura de la zona de ascenso y el caudal
de aire (AB) con un efecto negativo, mientras que el menor efecto lo presentd la
interaccién de los factores caudal de aire y volumen de antiespumante (BC) de
forma negativa, asi como la combinacion altura de la zona de ascenso y volumen de
antiespumante (AC) tuvo un efecto positivo sobre el proceso de fermentacion

liquida.

En general, para todas las fermentaciones llevadas a cabo se presentd una
morfologia mixta (pellets+micelio libre) en diferentes proporciones. Para las
fermentaciones 1 y 3 en las que la velocidad de agitacidon fue elevada debido a los
altos caudales de aire inyectados (= 0.75 vvm), el micelio libre fue la forma de
biomasa predominante. Por el contrario, en las fermentaciones 2, 4, 5y 6 a
velocidades de agitacion y aireacion bajas (< 0.5vvm), la biomasa estaba constituida

principalmente por micelio en forma de pellets.



Asi mismo, en las fermentaciones 1 y 3 la produccién final de biomasa seca fue baja
con valores de 4.19 y 8.86 g/l respectivamente, en comparacion con las
fermentaciones 2, 4, 5 y 6 donde la concentracion de biomasa obtenida al final de
cada fermentacién fue de 9.91 g/I, 15.61 g/l, 6.34 g/l y 8.65 g/I respectivamente,
estableciéndose que si existieron diferencias significativas entre los valores de
biomasa seca obtenida entre las fermentaciones liquidas realizadas (Anexo 6a).
Finalmente, se puede decir que durante las fermentaciones liquidas empleando el
hongo 7. koningii Th003, el mayor incremento en la biomasa se presentd
generalmente entre las horas 18 a 42, con lo cual se estableci6 que el

microorganismo se encontraba todavia en su idiofase.

Esto pudo ser comprobado a través de las pruebas de viabilidad y de germinacién
realizadas, ya que éstas indicaron que el porcentaje de germinacion del hongo 7.
koningli Th003 se mantuvo superior al 95%, mientras que la viabilidad fue de 1 x
10”7 UFC/ml en promedio para las fermentaciones liquidas realizadas en el biorreactor
airlift.

Estos resultados concuerdan con los reportados por Miura (et al., 2003), en los que
se demostréd que la inyeccion de diferentes caudales de aire en procesos de
fermentacion liquida usando biorreactores airlift, tienen un efecto directo sobre la
velocidad de agitacion, la velocidad de crecimiento y la morfologia, asi como sobre la
produccién de metabolitos secundarios y biomasa en diferentes microorganismos,
incluyendo hongos filamentosos tales como 7richoderma harzianum (Astudillo, 1999)

y Trichoderma reesei (Domingues, 2000) .

La evaluacién de condiciones referentes a la geometria del biorreactor, como lo es la
altura de la zona de ascenso del liquido, arrojo como resultado que este factor
gjerce un efecto positivo sobre la produccion de biomasa del hongo 7. koningii
(Figura 7). Esto se presenta como consecuencia de la recirculacion y mezcla del
caldo de fermentacién ya que el incremento en la altura de la zona del riser permite

una mejor distribucién del aire suministrado al sistema contribuyendo a la



homogeneizacion de las propiedades reoldgicas dentro del biorreactor. En este
sentido, varios autores reportan que la altura de la zona de ascenso es un parametro
geométrico que tiene influencia sobre la velocidad de descenso del liquido en la zona
de descenso y sobre el tiempo de mezcla, viéndose esto reflejado directamente
sobre la productividad del proceso, ya que se ha reportado que la diferencia de
presion hidrostatica existente entre la zona de ascenso y la zona de descenso se
encuentra directamente relacionada con la transferencia de masa gas - liquido
dentro del biorreactor (Siegel, 1992; Doran, 1998; Bentifraouine, et al, 1997).

Adicionalmente, se pudo corroborar que la accién combinada de los factores altura
de la zona de ascenso y caudal de aire inyectado al sistema, ejercieron el mayor
efecto y de caracter negativo sobre la concentracion de la biomasa obtenida (Figuras
8 y 9). De otra parte, la combinacion de los factores altura de la zona de ascenso -
volumen de antiespumante y caudal de aire - volumen de antiespumante,

presentaron una magnitud similar con efectos opuestos (Figura 9).
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Figura 9. Representacion gréafica de los efectos de las interacciones de los factores
evaluados sobre la concentracién de biomasa durante la fermentacion liquida. Las

pendientes representan los efectos positivos 0 negativos.



En concordancia con lo anterior, el peor comportamiento se presentd en la
fermentacion 1, en la cual se empled el nivel bajo de la altura de la zona de ascenso
y con el que se obtuvo una cantidad de biomasa seca equivalente a 4.19 g/l (Tabla
8). Asi mismo, el mejor comportamiento se presento6 en la fermentacion 4, en la cual
se empled el nivel alto de la altura de la zona de ascenso y con el cual se obtuvo la
mayor concentracion de biomasa (15.61 g/l) de todas las fermentaciones liquidas
realizadas; la variacion de la concentracion de biomasa estuvo directamente
relacionada con la combinacién de cada uno de los factores evaluados y no fue

dependiente de la accion de uno solo (Figura 9).

Una posible explicacién de este resultado puede ser que la variacién de la distancia
de la zona de ascenso junto a la accion de agitacion que ejerce la inyeccién de aire,
generaron cambios en las velocidades de transferencia de materia (principalmente
de nutrientes y oxigeno) y de las caracteristicas de mezcla del caldo de
fermentacion, ocasionando las variaciones en la concentracion de biomasa obtenida
al final de cada fermentacién (Doran, 1998). Ademas, Miura y colaboradores (2003)
sostienen que existe una correlacién lineal entre el coeficiente de transferencia de
materia y la velocidad de aireacion, ya que a valores de aireaciéon muy bajos (< 0.2
vvm), el microorganismo presenta la tendencia a aglomerarse en pequefios pellets y
disminuye la productividad del proceso, con lo que la transferencia de oxigeno al
interior del pellet disminuye y puede ser una limitante para el desarrollo del proceso

de fermentacion.

Por otra parte, se pudo comprobar que la adicién de un antiespumante al sistema de
fermentacion al analizarse individualmente presentdé un efecto positivo sobre la
produccién de biomasa del hongo 7. koningii (Figuras 7 y 8); sin embargo, teniendo
en cuenta los datos experimentales, este efecto no fue significativo. La accion
conjunta de este factor junto con el caudal de aire presenté un efecto de caracter
negativo, mientras que la combinacion con la altura de la zona de ascenso ejercié un
efecto positivo sobre la variable de respuesta pero sin llegar a ser significativo en

ninguno de los dos casos.



6.1.1.2. CONSUMO DE SUSTRATO

Al inicio del proceso de fermentacion liquida, la cantidad de azlcares cuantificados
fue muy baja (= 1.128 g/I), esto probablemente se debid a que la esterilizacion del
medio de cultivo contribuyé a que el sustrato SL1 sufriera un proceso térmico de
degradacion y en consecuencia, la cantidad de carbohidratos y/o azlcares simples

disponibles en el medio se viera afectada (Astudillo, 1999).

De otro lado, se observd que durante la fermentacion liquida 4 la cantidad de
azucares reductores alcanzd una concentracién final muy superior (13.76 g/l) en
comparacion con los demas tratamientos en los que se alcanzaron concentraciones
inferiores a 5.1 g/l al usar el mismo sustrato durante todas las fermentaciones
realizadas. Esto se podria explicar en parte por el hecho de que el microorganismo
empled el sustrato mas simple presente en el medio de cultivo (SL1) para iniciar su
crecimiento y posteriormente expresd su maquinaria enzimatica (Astudillo, 1999).

Se podria suponer entonces que la expresion de enzimas hidroliticas permitié la
degradacion de polisacaridos complejos (almiddn, celulosa, etc.) presentes en el
medio SL1, hasta carbohidratos mas simples y algunos de caracter reductor como la
glucosa, los cuales pudieron ser cuantificables mediante la técnica del DNS (Miller,
1959), pero que no fueron aprovechados en su totalidad debido a que su
concentracion superaba a la requerida por el microorganismo (Crueger, 1989), esto
le permitié degradar el sustrato complejo presente en el medio y esto se reflejo en el

aumento de la concentracién de azlcares reductores a través del tiempo.
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Figura 10. Cuantificacion de la concentracion de azlcares reductores presentes en

el medio SL1 mediante la técnica de DNS durante las fermentaciones liquidas.

La diferencia entre los tratamientos evaluados pudo deberse principalmente a la
actividad metabdlica del hongo y al efecto de la interaccion entre los factores,
reflejandose en la capacidad enzimatica del hongo para degradar o hidrolizar el

sustrato.

La elevada concentracion de carbohidratos y nitrdgeno que poseen las fuentes
nutricionales presentes en el medio de cultivo SL1 permitié al microorganismo llevar
a cabo la sintesis de compuestos necesarios para su desarrollo. Por tal razon, se
evidencid que la fuente de carbono no ejercié un factor inhibitorio sobre el
crecimiento del hongo 7. koningii Th003; puesto que las especies del género
Trichoderma son microorganismos que almacenan generalmente los carbohidratos
en forma de disacaridos y alcoholes azucarados a diferencia de otros hongos
(Moore, 1998).

En conclusién, puede decirse entonces que la cuantificacién del consumo de sustrato
es considerada como una medida indirecta del crecimiento de un microorganismo

sobre un determinado sustrato, ya que puede emplearse como un estimativo de la



actividad enzimatica que presenta el microorganismo durante un proceso de
fermentacion. Sin embargo, para las fermentaciones liquidas realizadas con el hongo
7. koningii en el biorreactor airlift, este parametro no presentd una relaciéon directa
con los valores de biomasa seca obtenida para las fermentaciones realizadas debido

a las interferencias presentadas por el medio de cultivo SL1 usado en este trabajo.

6.1.1.3. CUANTIFICACION DE N-ACETILGLUCOSAMINA

En cuanto a la cuantificacion de biomasa fungica a partir de la degradacion de la
quitina en N-acetilglucosamina, se pudo observar que el contenido de glucosamina
es directamente proporcional a la concentracion de biomasa fungica (g
glucosamina/g biomasa seca). Asi mismo, se pudo determinar que el
comportamiento de la glucosamina es independiente del tiempo de fermentacion vy la

edad del microorganismo (Figura 11).
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Figura 11. Comportamiento de la glucosamina en funcién del tiempo durante la

fermentacioén 3.

Como se muestra en la Figura 11, el cociente entre el contenido de glucosamina y la
biomasa seca permanece constante durante el transcurso de la fermentacién liquida

(£64.87 ug glucosamina/g biomasa seca para la fermentacion liquida 3), lo que



permite relacionar la absorbancia obtenida en la prueba colorimétrica con su
equivalente en biomasa seca usando la curva patrén de glucosamina (Anexo 2). Los
datos obtenidos para cada una de las corridas experimentales se presentan en la
Tabla 9, se pudo observar un comportamiento similar en todas las fermentaciones, a
excepcion de la fermentacion 4, en la cual la concentraciéon de glucosamina
(expresada como pg glucosamina/ g de biomasa seca) es muy superior a las demas
(104.78 pg glucosamina/ g biomasa seca), a pesar de emplear el mismo medio de
cultivo. Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con los reportados
por Tomaselli (2001), Desgranges (1991) y Ride & Drysdale (1972), que obtuvieron
resultados similares para hongos como Beauveria bassiana (116-122 g
glucosamina/ g biomasa seca) y Fusarium oxysporum (77.90 ug glucosamina/ g

biomasa seca).

Tabla 9. Resultados de la cuantificacién de N-acetilglucosamina para cada una de

las fermentaciones liquidas en biorreactor airlift.

Fermentacion ng glucosamina/ g de
biomasa seca

81.16

86.13

64.87

104.78*

80.90

6 79.72
Promedio 78.56

Ul DN W N| =

Coeficiente de variacion: 10.23%
* Este valor no fue tenido en cuenta para el analisis de los datos, debido a que se encuentra

fuera de la tendencia general.

La variacion de las condiciones de operacion del biorreactor airlift no presentd un
efecto directo sobre la cantidad de glucosamina encontrada, ya que la relacion pg



glucosamina/ g biomasa seca permanecié constante, independientemente de la

cantidad de biomasa seca obtenida al final del proceso de fermentacion liquida.

6.1.1.4. DISENO SIMPLEX

A partir del empleo del diseno simplex, se llevé a cabo un primer acercamiento hacia
la optimizaciéon de las condiciones del proceso de produccién masiva del hongo 7.
koningii Th003 evaluando tres parametros que tienen influencia directa sobre la
produccién de biomasa durante la fermentacion liquida. Este diseno de experimentos
permitid descartar aquellas condiciones de operacién que ejercieron un efecto
negativo sobre la variable de respuesta (concentracion de biomasa); sin embargo, al
llevar a cabo las fermentaciones secuenciales 5 y 6 se observd que no se alcanzaron
los valores éptimos de operacion (Tabla 10) ya que la cantidad de biomasa del
hongo 7. koningii Th003 fue de 6.34 g/l para el tratamiento 5 y 8.65 g/I para el
tratamiento 6. Estos valores fueron muy inferiores al obtenido en la fermentacion 4,
en la cual se logré la mayor produccién de biomasa (15.61 g/l), lo cual indica que se

deben aplicar etapas de evaluacion adicionales.

Tabla 10. Niveles de los factores evaluados para los tratamientos adicionales a

partir de la aplicacion del disefio simplex durante la fermentacion liquida.

Fermentacion 5 Fermentacion 6
Caudal de aire (vvm) 0.42 0.20
Volumen de antiespumante (ml) 22 18
Altura del riser (cm) 58.7 68.3
Biomasa seca (g/1) 6.34 8.65

Por lo tanto, se tomd la decisidon de trabajar con los niveles bajos de factores como
caudal de aire y volumen de antiespumante, principalmente por aspectos
econdmicos mientras se alcanzan los valores éptimos de operacion con lo cual se

espera que la concentracion de biomasa obtenida cercana a 20 g/I.



6.1.2. FERMENTACION SOLIDA

6.1.2.1. CINETICA DE CRECIMIENTO EN FERMENTADOR SOLIDO DE
BANDEJAS

Para la fermentacién sdlida, el crecimiento del hongo 7. koningii Th003 se evalud
mediante el recuento de conidios en camara de Neubauer. En la Tabla 11 se observa
que en todas las corridas experimentales, la concentracion de conidios estuvo en el
orden de 108 conidios/g y 10° conidios/g, siendo el valor maximo el que se presentd
en la fermentacion 5 con 8.44x10° conidios/g de sustrato y el valor minimo
encontrado se presentd en la fermentacién 10 con 6,70x108 conidios/g de sustrato.
Los resultados obtenidos en el presente estudio son similares a los obtenidos por
Pérez y colaboradores (2000) para la produccién masiva de 7richoderma harzianum,
usando arroz como sustrato, en los cuales la concentracion maxima obtenida
después de llevar a cabo un proceso de fermentacion sélida en un sustrato similar

fue del orden de 1.80 x 10° conidios/g de sustrato.

Tabla 11. Recuento de conidios en las fermentaciones sélidas llevadas a cabo en
fermentador de bandejas. Las letras representan los grupos homogéneos al aplicar un

analisis de comparacion de medias LSD con un nivel de confianza del 95% (Anexo 6b).

PROMEDIO RECUENTO GRUPO
FERMENTACION conidios/g LOG HOMOGENEO

1 1,71x10° 9,233

2 9,80x10° 8,991 b

3 7,12x10° 9,852 fg

4 8,02x10° 9,904 g

5 8,44x10° 9,926 g

6 6,86x10° 9,836 fg

7 4,03x10° 9,605 e

8 2,79x10° 9,446 d

9 9,84x10° 8,993 ab

10 6,70x10° 8,826 a




11 4,30x10° 9,633 e
12 5,82x10° 9,765 ef

En general, el comportamiento cinético del hongo 7. koningii Th003 obedecid a un
modelo de orden exponencial (Anexo 7) ya que al realizar el andlisis de los datos
obtenidos, solamente este modelo fue el que presentd un coeficiente de correlacion
aceptable (96.2%) para el ajuste de los datos en todas las fermentaciones (Figuras
12, 13a y 13b). A partir de este modelo se podria dar una explicacion acerca del
comportamiento de la esporulacion del hongo 7. koningii sobre el sustrato sélido.
Ademas, después de realizar el analisis estadistico de los datos empleando la prueba
de comparacion de medias LSD a un nivel de confianza del 95%, se demostrd que si
se presentaron diferencias significativas de la concentracién de conidios entre los

tratamientos al final del proceso de fermentacién sélida (144 horas) (Anexo 6b).
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Figura 12. Comportamiento del hongo 7. koningii ThO03 durante la fermentacién
sélida 7. Las lineas negras representan los limites de ajuste al modelo establecido por el
programa estadistico y la linea azul representa el ajuste de los datos al modelo. En el eje X
se encuentra el tiempo de fermentacién dado en horas y en el eje Y el logaritmo de la

concentracion de conidios/g.
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Figura 13a. Comportamiento del hongo 7. koningii ThO03 durante la fermentacion

sélida 3.
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Figura 13b. Comportamiento del hongo 7. koningii ThO03 durante la fermentacion

sélida 4.



De acuerdo con las Figuras 14 y 15, los factores evaluados durante el proceso de
fermentacion sodlida tuvieron diferentes efectos sobre la concentracién de conidios
obtenida. Como se observa en la Figura 14, al analizar por separado el efecto de los
factores principales, se registré que la cantidad de bandejas fue el que tuvo mayor
influencia sobre la variable de respuesta, siendo éste un efecto negativo. En
segundo lugar en magnitud se encontrd el factor temperatura, el cual presentd un
efecto positivo sobre la concentracion de conidios; mientras que el tercer factor en
orden de magnitud se refiere a la concentracion del indculo proveniente de la
fermentacion liquida anterior y no presentd efecto alguno sobre la conidiacién del

hongo 7. koningii Th003.
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Figura 14. Representacion grafica de los efectos principales sobre la

concentracién de conidios de los factores evaluados en la fermentacion sélida.

La interaccidn de los factores evaluados se presenta en la Figura 15, donde se puede
observar graficamente que el efecto mas importante lo tiene la combinacion de los
factores temperatura - volumen de indculo liquido, las otras combinaciones son mas
complejas y requieren analisis numérico. Aunque es evidente la importancia de la
interaccién de los factores, se pudo establecer que no tienen un efecto significativo

sobre la variable de respuesta (Figura 16).
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Figura 15. Representacion grafica de las interacciones de los factores evaluados

sobre la concentracion de conidios durante la fermentacion sélida.
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Figura 16. Carta de Pareto de la interaccién entre los factores evaluados en la

fermentacioén sélida.

6.1.2.2. EFECTO DEL INOCULO

En funcidén de los resultados obtenidos para las concentraciones de conidios para
cada fermentacion, se pudo concluir que el volumen de inéculo empleado (en forma
de micelio principalmente) no presentd un efecto significativo sobre la concentracion

de conidios obtenida al final de la fermentacion debido a que los niveles de los



volimenes evaluados fueron suficientes para cubrir de forma homogénea el sustrato

sélido y permitir asi una esporulacion similar (Figura 17).

Sin embargo, la combinaciéon del volumen de indculo con el factor temperatura,
mostré tener el mayor efecto negativo sobre la produccion final de conidios del
hongo 7. koningii Th003. De igual manera, se establecid que la interaccion conjunta
de los factores volumen de indculo y cantidad de bandejas empleadas, ejercieron en
menor magnitud un efecto positivo sobre la produccién de conidios. De lo
mencionado anteriormente, se puede concluir que el crecimiento y la posterior
conidiacion del hongo 7. koningii Th003 sobre el medio SS1 es afectado
principalmente por la interaccion entre los diferentes factores evaluados mas que

por su efecto individual.

6.1.2.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Se determind que el factor temperatura individualmente ejercié un efecto positivo
pero no significativo sobre la esporulacion del hongo 7. koningii Th003; en
contraste, el efecto de la interaccion entre los factores temperatura y volumen de
inéculo liquido presentd un efecto negativo, siendo el predominante o de mayor

importancia con respecto a las demas interacciones de factores.

Los resultados obtenidos durante el proceso de fermentacidén sélida (expresados
como concentracién de conidios/g) fueron similares a los descritos por Astudillo
(1999) y Pefia (2002), quienes determinaron que una temperatura cercana a los
250C se encuentra dentro del rango aceptable para el crecimiento de hongos
filamentosos como 7. koningii. Ademas, otros estudios han establecido que el
aumento de la temperatura en un proceso de fermentacion favorece aspectos
negativos como la desaceleracion o detencion de la actividad microbiana, la
deshidratacion del medio sdlido y por ultimo, el metabolismo es desviado como un
mecanismo de defensa ante el calor o ante la deshidratacion (Gervais & Molin,
2003).



De ahi que se pueda decir entonces, que la temperatura mas adecuada para llevar a
cabo un proceso de fermentacién sdlida usando el hongo 7. koningii Th003 es la que
se encuentra alrededor de los 25°C, un valor reportado como cercano a la
temperatura Optima de crecimiento establecida para este microorganismo (Pefa,
2002).

6.1.2.4. EFECTO DE LA CANTIDAD DE BANDEJAS SOBRE LA
ESPORULACION DEL HONGO 7. koningii ThO03

De acuerdo con lo observado durante el desarrollo del presente trabajo, se evidencio
que el factor individual que mas influencia tuvo sobre la esporulaciéon del hongo 7.
koningii Th003 en el fermentador de bandejas fue la cantidad y la disposicion de
éstas dentro del biorreactor con una magnitud negativa (Figura 14). Sin embargo, al
evaluar las interacciones de este factor con la temperatura y la concentracion de
indculo liquido aplicado al sistema, se observd una compensacion de los efectos que
produjeron un efecto neto positivo sobre la produccién de conidios de 7. koningii
Th0O3.

La esporulacién de las bandejas al finalizar el proceso de fermentacion fue
dependiente de la disposicion de éstas dentro del biorreactor, puesto que si el
espacio existente era muy amplio (4cm o mas), la cantidad de luz que podia entrar a
través del equipo cubria un area mayor del sustrato sélido, induciendo asi una mayor

esporulacion (Figuras 17 y 18).



Figura 17. Disposicion de las bandejas durante la fermentacion sélida 7. Distancia

entre bandejas: 6¢cm.

Figura 18. Disposicion de las bandejas durante la fermentacién sélida 2. Distancia

entre bandejas: 4cm.

Adicionalmente, en la parte frontal de la bandeja se presenté el mayor indice de
esporulacion mientras que la parte posterior presentd crecimiento micelial con
pequefios parches o zonas de escasa esporulacién del microorganismo debido a la

ausencia de luz constante (Figura 19). Por lo tanto, se puede afirmar que la cepa del



hongo usada en este estudio es muy sensible a la luz y crecid de manera
heterogénea por toda la superficie del sustrato, presentando zonas que diferian en el

aspecto morfoldgico descrito para el hongo 7. koningii Th003.

Figura 19. Aspecto macroscépico del sustrato inoculado y colonizado por el hongo

7. koningii ThOO3 durante la fermentacion sdlida 5.

6.1.2.5. EFECTO DE LA AIREACION

Gervais & Molin (2003) reportaron que la regulacién de la temperatura esta
directamente relacionada con la aireacion. La temperatura es un factor que tiene
una gran influencia sobre el crecimiento de los microorganismos, y en
fermentaciones aerobias una gran cantidad de calor es producida durante el
crecimiento microbiano. De ahi que una limitacion importante de los procesos de
fermentacion sdlida es la dificultad de llevar a cabo la remocién del exceso de calor
metabdlico debido al bajo nivel de conductividad térmica del sustrato sélido. Por esta
razon, en el presente trabajo, el aire fue empleado como un método indirecto para
realizar un control de la temperatura a través de todo el proceso de fermentacion
sélida y tratar de inducir un aumento en la esporulacion del hongo 7. koningii
Th0O03.

A partir de un andlisis estadistico de comparacion de medias realizado para
determinar la influencia del caudal de aire sobre la esporulacion del hongo 7.

koningii (Anexo 6b, Tabla 12), se establecié que existieron diferencias significativas



al emplear diferentes niveles de caudal de aire en el sistema de fermentacion. Este
factor es muy importante ya que la circulaciéon de aire, de manera similar a como
ocurre en el fermentador airlift, actia como suministro de aire para el
microorganismo ademas de contribuir a la transferencia tanto de energia como de
oxigeno y ayuda a controlar la humedad dentro del sistema al remover el calor

generado por el microorganismo a través de su actividad metabdlica.

Tabla 12. Caudal de aire inyectado durante las fermentaciones sélidas. Las letras
representan los grupos homogéneos obtenidos al aplicar un analisis de comparacion de

medias LSD con un nivel de confianza del 95%.

Caudal de aire Grupos
Fermentacion (vvm) homogéneos
1-2 0.5 b
3-4 1.0 a
5-6 0 a
7-8 0.25 a

En el presente trabajo se determind que el hongo 7. koningii Th003 no requirié de
aireacion forzada para su crecimiento, puesto que ante la ausencia de este factor (0
vvm) como se evalud durante las fermentaciones sdlidas 5 y 6, se obtuvieron
algunos de los rendimientos mas altos en cuanto a concentracion de conidios (8.44 x

10° y 6.86 x 10° conidios/g, respectivamente).

Al utilizar un caudal de aire de 0.5 vvm se obtuvieron los peores resultados durante
las fermentaciones sdlidas 1 y 2 (1.71x10° conidios/g y 9.80x10° conidios/g,
respectivamente) que fueron significativamente diferentes con respecto a los demas

tratamientos.

Por otra parte, se observo que la inyeccion de caudales de aire superiores a 0.5vvm,
ocasionaron que el contenido de humedad del sustrato disminuyera drastica y
rapidamente sin permitir que el microorganismo llevara a cabo la colonizacién y

esporulacion completa sobre el sustrato sélido (Figura 20). Este efecto fue evidente



en las fermentaciones 11 y 12, en las cuales el caudal de aire inyectado al sistema
fue de 0.58 vwm y la concentracidn final fue de 4,30x10° conidios/ g para la
fermentacion 11 y de 5,82x10° conidios/ g para la fermentacién 12, respectivamente
(Tabla 11).

Lo anterior concuerda con lo reportado por otros autores como Astudillo (1999),
quien evalud el efecto que ejercia el aire sobre la productividad del proceso de
producciéon masiva de conidios de 7richoderma, y determind que la eficiencia de la
aireacion forzada es facilitada por las propiedades del sustrato empleado tales como
porosidad, tamafio de particula y humectabilidad, entre otras; lo cual se ve reflejado

en la productividad del proceso de fermentacion.

Figura 20. Efecto de la aireacion en las fermentaciones sdlidas 11 y 12. Caudal de

aire: 0. 58vvm.

6.1.2.6. CONTENIDO DE HUMEDAD

La humedad tedrica con la cual iniciaron todas las fermentaciones sélidas para la
producciéon masiva de 7. koningii Th003 estuvo comprendida entre el 39% y 51%
dependiendo del volumen de indculo liquido evaluado; al finalizar el proceso de
fermentacion sdlida se encontraron valores que oscilaron entre el 19% y el 21%.

Este descenso en el valor humedad al final del proceso se debié por una parte, al



efecto evaporativo que ejercia la inyeccién de aire en el sistema de fermentacién y
por otra, al incremento en la temperatura generado por el calor metabdlico liberado

por el microorganismo durante su crecimiento.

Estos resultados coinciden con los reportados por Viccini (2006) quien demostrd que
un contenido de humedad cercano al 46% proporciond el mejor balance para el
hongo Clonostachys rosea, permitiendo una actividad de agua suficiente para un
crecimiento temprano del microorganismo, mientras que también permitié que el
sustrato se secara lo suficiente para que el proceso de esporulacion fuera
estimulado. Otros autores (Gervais & Molin, 2003) mencionan que el contenido de
humedad necesario para el crecimiento de algunas especies de T7richoderma se
encuentra cercano al 55%, ya que en este valor de humedad la produccion de
ciertas enzimas se incrementa. Ademas, Pefa (2002) reporta que es necesario que
el sustrato empleado en la fermentacion sélida tenga una humedad comprendida
entre 40% - 70% para lograr el crecimiento y la esporulacién del hongo 7. koningii
Th003 en medio sdlido.

Figura 21. Aspecto macroscopico del hongo 7. koningii ThOO3 al final de la

fermentacion sélida 8. Humedad tedrica inicial: 51%, Humedad final: 20.26%b.

Los resultados del presente trabajo demostraron que el crecimiento, la colonizacion
del sustrato sélido y la esporulacion por parte del hongo 7. koningii Th003 son



altamente dependientes del contenido de humedad presente en el sustrato al
momento de iniciar el proceso de fermentacion sélida y a través del desarrollo de
ésta, ya que para llevar a cabo los procesos de crecimiento y colonizacion (Figura
21), la humedad del sustrato debe ser superior al 50% mientras que para el proceso
de esporulacion es necesario mantener un contenido de humedad en el sustrato
entre 35% - 40% (Moore, 1996).

Para finalizar, las pruebas de viabilidad y de germinacién realizadas (Anexo 3 y 4)
indicaron que el porcentaje de germinacion del hongo 7. koningii Th003 se
encontraba entre el 90% y el 95%, mientras que la viabilidad se mantuvo en una
magnitud de 10° UFC/cm? en promedio, para cada una de las fermentaciones sélidas

en el biorreactor de bandejas.

6.1.2.7. DISENO SIMPLEX

El empleo del disefio simplex permitid llevar a cabo un primer screening para
seleccionar aquellas condiciones de operacion que permitirian el mejor desarrollo y
productividad del hongo 7. koningii Th003 durante la fermentacion bifasica. Gracias
a la aplicacion de este disefo de experimentos se descartaron las peores respuestas
para la obtencién de los nuevos tratamientos, logrando de esta manera un mayor

acercamiento a los valores optimos de operacion en la fermentacién sélida.

Sin embargo, en el presente trabajo no se alcanzaron los valores optimos de cada
uno de los factores evaluados durante la fermentacidon sélida; debido a que los
tratamientos adicionales (fermentaciones 9 — 12) no condujeron a la deteccién de
mejores respuestas para llevar a cabo la optimizacién del proceso (Tabla 13). Por lo
tanto, de aqui en adelante se debe enfocar el trabajo en el montaje de nuevas
corridas experimentales que permitan mejorar en los resultados obtenidos y asi

acercarse a los valores 6ptimos de operacion.



Tabla 13. Niveles de los factores evaluados para los tratamientos adicionales a

partir de la aplicacion del disefio simplex durante la fermentacion sdlida.

Fermentacién | Fermentacion | Fermentacion | Fermentacion

9 10 11 12
Temperatura (°C) 24.33 24.33 25.76 25.76
NUmero de 8 8 12 12
bandejas
Concentracién  de 220 110 94.28 47.14
indculo liquido (ml)
Caudal de aire 0.33 0.33 0.58 0.58
(vwm)
Concentracion 9.84 x 10° 6.70 x 108 4.30 x 10° 5.82 x 10°
de conidios/g

De forma contraria como ocurrié en la fermentacion liquida, el andlisis de los datos
permitid establecer que existieron diferencias significativas con respecto a la
concentracion de conidios/g obtenida entre los tratamientos 9, 10, 11 y 12
generados tras la aplicacion del disefio simplex, las cuales fueron de 9.84 x108
conidios/g, 6.70 x10® conidios/g, 4.30 x10° conidios/g y 5.82 x10° conidios/g,
respectivamente (Anexo 6b). Ademas, ninguno de estos valores se acercd a la
maxima concentracion de conidios alcanzada en la primera etapa, la cual se
presentd en la fermentacién 5 y fue de 8.44 x10° conidios/g. Por tal motivo, se
determind que para llevar a cabo la produccion masiva del hongo 7. koningii Th003
mientras se alcanzan las condiciones de operacién dptimas a partir de nuevas
aplicaciones del disefio simplex, es conveniente trabajar por aspectos econémicos
con los niveles bajos de factores como temperatura, concentracion de indculo liquido
y caudal de aire, con lo cual se espera obtener un rendimiento por encima de 1 x

10 conidios/g.




7. CONCLUSIONES

Los resultados demostraron que para la fermentacion liquida el mejor
comportamiento con respecto a la produccion de biomasa fungica, se
presentd empleando una altura de la zona de ascenso de 55.1cm, un
volumen de antiespumante de 20ml y un caudal de aire inyectado de
0.5vvm, con una produccion de 15.61 g/I de biomasa seca.

La cuantificacién de N-acetilglucosamina resultd ser un buen indicador del
crecimiento fungico al poder ser relacionado con la biomasa obtenida durante
el proceso de fermentacion liquida, ya que fue independiente de la edad del

microorganismo y del tiempo de fermentacion.

Se comprobd que la interaccion de factores tales como temperatura,
humedad relativa y la cantidad de bandejas empleadas en el biorreactor, son
los que tienen un mayor efecto sobre la produccién de conidios del hongo 7.

koningii Th003 mediante la técnica de fermentacion solida.

La utilizacidon del disefio de experimentos simplex permitié llevar a cabo los
primeros avances que conducen a la optimizacién y posterior escalamiento

del proceso de produccion masiva del hongo 7. koningii Th003.



8. RECOMENDACIONES

Realizar estudios posteriores que permitan reevaluar y establecer si la
relacion C/N presente en los medios de cultivo SL1 y SS1 usados para la
produccidon del hongo 7. koningii Th003, es la mas adecuada para llevar a
cabo la producciéon masiva de este hongo.

Llevar a cabo estudios que permitan establecer los ciclos de luz y oscuridad a
los cuales el hongo 7. koningii ThO03 debe ser expuesto para inducir su

proceso de esporulacion de manera mas eficiente.

Llevar a cabo el escalamiento a nivel piloto de la produccion masiva del

hongo 7. koningii Th003.

Realizar la optimizacion de las condiciones fisicoquimicas tanto en la
fermentacion liquida como en la fermentacién solida, usando la herramienta

del disefio evolucionario simplex.
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10. ANEXOS
ANEXO 1

Elaboracion de la curva patrén para la determinaciéon de azlcares

reductores mediante la técnica del Acido Dinitrosalicilico (DNS)

La curva patron para la determinaciéon de azucares reductores se elabord segun el
protocolo descrito por Miller (1959) y citado por Pedroza y colaboradores (2004).
Como sustancia de referencia se empled glucosa anhidra. Se prepararon 6
soluciones de glucosa de concentraciones conocidas con un volumen final de 2ml.
Las concentraciones evaluadas fueron de 0.5 g/I, 0.7 g/I, 1 g/I, 1.5 g/I, 1.7 g/l y 29/,
respectivamente. Se tomaron 0.25ml de cada una de las soluciones preparadas
anteriormente y se les adiciond 0.25ml del reactivo DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico),
los tubos se llevaron a ebullicién durante 5 minutos y se detuvo la reaccién al
sumergir los tubos en hielo. A cada tubo se le adicion6 2.5ml de agua destilada y se
procedio a leer las absorbancias a una longitud de onda de 540nm, ajustando el cero

de absorbancia con el blanco de la prueba, el cual se construyd con agua destilada.

Replica Absorbancia 540nm
0.5g/1 0.79/1 1g/1 1.59/1 1.79/1 2g/1
1 0.142 0.207 0.269 0.347 0.415 0.566
2 0.114 0.163 0.251 0.324 0.417 0.587
3 0.114 0.184 0.287 0.325 0.482 0.608
4 0.127 0.218 0.253 0.364 0.54 0.627
5 0.134 0.17 0.279 0.52 0.548 0.659
6 0.136 0.173 0.284 0.412 0.471 0.636
7 0.118 0.162 0.294 0.354 0.504 0.588
8 0.139 0.183 0.273 0.314 0.529 0.581
Promedio 0.128 0.183 0.274 0.370 0.488 | 0.607
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y = 0,0973x + 0,0011 CONCENTRACION DE GLUCOSA (g/l)

R? = 0,9863

ABSORBANCIA PROMEDIO

Ecuacién patrén de azlcares reductores:
Y= 0.0973x + 0.0011
R*= 0.9863

Donde Y representa la absorbancia registrada a 540nm, x la concentracién de

azucares reductores (g/l), b el punto de corte con el eje X y a la pendiente.



ANEXO 2

Elaboracion de la curva patrén de N-acetilglucosamina
La curva de calibracion para glucosamina se construydé siguiendo el protocolo
descrito por Drysdale & Ride (1972), utilizando como patréon glucosamina

hidroclorada y como blanco agua destilada estéril.

Concentracion Absorbancia promedio
ng glucosamina/ml 650nm
0 0
1 0,03
3 0,08
5 0,16
10 0,3
20 0,6
30 0,9

CURVA PATRON DE GLUCOSAMINA

Absorbancia 650 nm
O O« £
ol

0,1 /
0] T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentraciéon de glucosamina (pug/ml)

Ecuacién patrén de glucosamina:
Y= 0.03x - 0.0003
R®= 0.9997



ANEXO 3

Protocolo para realizar la prueba de viabilidad

La viabilidad fue evaluada mediante la técnica de recuento en placa en agar
Saboureaud-Rosa de bengala. Para el caso de la fermentacion liquida se tomaron los
pellets de 7. koningii producidos en el biorreactor airlift y se licuaron durante 30
segundos. Se realizaron diluciones decimales seriadas tomando 1ml de la suspension
madre obtenida anteriormente y se adicionaron a 9ml de agua estéril con Tween 80
al 0.1% (v/v). Posteriormente se inocularon 0.1ml de la dilucion 10" en cajas de
agar Saboreaud-Rosa de bengala por triplicado, estas cajas fueron incubadas
durante 48 horas a 25°C y la lectura se reporté como UFC/ml. Se empleé la dilucion
10" puesto que ésta fue la dilucidn en la cual se hizo el recuento de conidios en

camara de Neubauer.

En el caso de la fermentacién sdlida, se tomaron 0.1g de sustrato esporulado y se
adicionaron a un tubo de ensayo que contenia 10ml de Tween 80 al 0.1%. La
suspension se homogenizo en vortex, se tomd 1ml de la suspension inicial y se pasd
a otro tubo de ensayo con 9ml de Tween 80 al 0.1% (dilucién 1073). De aqui en
adelante se procedié de la misma manera como se hizo para la fermentacién liquida

y el resultado se reporté como UFC/g.



ANEXO 4

Protocolo para realizar la prueba de germinacién de conidios

La germinacion de los conidios de 7. koningii se evalud a través de la siembra de
0.1ml de la dilucién empleada para la prueba de viabilidad en placas de agar
extracto de malta por triplicado. Estas cajas fueron incubadas durante 17 horas a
22°C. El resultado se informéd como el porcentaje de conidios germinados,
entendiéndose como conidio germinado aquel que presentd un tubo germinal con
una longitud igual o mayor al tamafo del conidio. Esto se hizo a través del conteo de
conidios en 10 campos Opticos en el objetivo 40x, determinando el nimero total de
conidios y el nimero de conidios germinados por campo. El porcentaje de

germinacion se calculé empleando la férmula:

CONIDIOS GERMINADOS
% GERMINACION = <o * 100
TOTAL CG+NG

Donde CG representa los conidios germinados y NG los conidios no germinados.



ANEXO 5
MEDIOS DE CULTIVO

AGAR PAPA-DEXTROSA
Agar 18g

Sacarosa 2g

Extracto de papa 200g
Agua destilada 1000ml

AGAR SABOUREAUD-ROSA DE BENGALA
Agar 20g

Peptona 5¢g

Sulfato de Magnesio heptahidratado 0.5g
Fosfato dipotasico 1g

Glucosa 10g

Rosa de Bengala al 5% (p/v) 0.5ml
Cloramfenicol 0.1g

Agua destilada 1000ml

AGAR EXTRACTO DE MALTA
Extracto de malta 30g

Agar 15¢g

Agua destilada 1000ml

MEDIOS SL1 Y SS1
Fuente de Carbono 80%
Fuente de Nitrégeno 9%
Relacion C/ N 8.89



ANEXO 6
ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

ANEXO 6a: FERMENTACION LIQUIDA

ANALISIS DE VARIANZA

Tabla ANOVA para BIOMASA SECA segtn FERMENTACION

Anélisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 149,587 5 29,9175 1,77 0,2536
Intra grupos 101,565 6 16,9275

Total (Corr.) 251,153 11

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de BIOMASA SECA en dos
componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de los
grupos. EIl F-ratio, que en este caso es igual a 1,76738, es el
cociente de la estimacion entre grupos y la estimacion dentro de los
grupos. Puesto que el p-valor del test F es superior o igual a 0,05,
no hay diferencia estadisticamente significativa entre las BIOMASA
SECA medias de un nivel de FERMENTACION a otro para un 95,0%.



PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS LSD

Tabla de Medias para BIOMASA SECA segdin FERMENTACION
con 95,0 intervalos LSD

Error Estandar

FERMENTACION Frec. Media (s agrupada) Limite inf. Limite sup.
1 2 4,195 2,90926 -0,838691 9,22869
2 2 9,91 2,90926 4,87631 14,9437
3 2 8,865 2,90926 3,83131 13,8987
4 2 15,61 2,90926 10,5763 20,6437
5 2 6,34 2,90926 1,30631 11,3737
6 2 8,65 2,90926 3,61631 13,6837
Total 12 8,92833

Esta tabla muestra la BIOMASA SECA media para cada nivel de
FERMENTACION. También muestra el error estandar de cada media, que es
la medida de su variabilidad en la muestra. EI error estandar es el
resultado de dividir la desviacion tipica agrupada por la raiz
cuadrada del nimero de observaciones en cada nivel. La tabla también
muestra un intervalo que incluye cada media. Los intervalos mostrados
actualmente se basan en el procedimiento de las menores diferencias
significativas de Fisher (LSD). Se construyen de tal manera que si
dos medias son iguales, sus intervalos se solaparan 95,0% de las
veces. Puede ver los intervalos graficamente seleccionando Grafico de
Medias en la lista de Opciones Graficas. En los Tests de Rangos
Maltiples, estos intervalos se utilizan para determinar las medias que
son significativamente diferentes unas de otras.



Contraste Miltiple de Rango para BIOMASA SECA segln FERMENTACION

Método: 95,0 porcentaje LSD

FERMENTACION ~ Frec. Media Grupos homogéneos

1 2 4,195 X

5 2 6,34 XX

6 2 8,65 XX

3 2 8,865 XX

2 2 9,91 XX

4 2 15,61 X

Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 -5,715 10,0674
1-3 -4,67 10,0674
1-4 *-11,415 10,0674
1-5 -2,145 10,0674
1-6 -4,455 10,0674
2-3 1,045 10,0674
2 -4 -5,7 10,0674
2-5 3,57 10,0674
2-6 1,26 10,0674
3-4 -6,745 10,0674
3-5 2,525 10,0674
3-6 0,215 10,0674
4 -5 9,27 10,0674
4 -6 6,96 10,0674
5-6 -2,31 10,0674

* jndica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién miltiple para
determinar las medias que son significativamente diferentes unas de
otras. La mitad inferior de la salida muestra la diferencia estimada
entre cada para de medias. EIl asterisco que se encuentra al lado de
uno de los pares, indica que éste muestra diferencia estadisticamente
significativa a un nivel de confianza 95,0%. En la parte superior de
la pégina, se identifican 2 grupos homogéneos segin la alineacion del
signo X en la columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen
signo X forman un grupo de medias entre las cuales no hay diferencias
estadisticamente significativas. EIl método actualmente utilizado para
discernir entre las medias es el procedimiento de las menores
diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay un
5,0% de riesgo de considerar cada par de medias como
significativamente diferentes cuando la diferencia real es igual a 0.



ANALISIS DE VARIANZA DE ACUERDO A LOS FACTORES EVALUADOS

Analisis de la Varianza para CONCENTRACION BIOMASA

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-valor
A:ALTURA RISER 13,4421 1 13,4421 0,69 0,5584
B:CAUDAL AIRE 13,4421 1 13,4421 0,69 0,5584
C:VOLUMEN ANTIESPUMA 19,4376 1 19,4376 1,00 0,5000
AB 185,956 1 185,956 9,57 0,1991
AC 0,132613 1 0,132613 0,01 0,9475
BC 0,132613 1 0,132613 0,01 0,9475
Error Total 19,4376 1 19,4376

Total (corr.) 251,98 4

R-cuadrado = 92,2861 por ciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 46,0024 por ciento
Error Estandar de Est. = 4,40881

Error absoluto de la media = 1,55875

Estadistico Durbin-Watson = 2,0

Autocorrelacion residual Lag 1 = -0,125

El StatAdvisor

La tabla de ANOVA divide la variabilidad en CONCENTRACION BIOMASA
en distintos segmentos separados para cada uno de los efectos.
después pruebe la significacion estadistica de cada efecto comparando
la media al cuadrado contra una estimacion del error experimental. En
este caso, 0 de los efectos tienen los p-valores inferiores a 0,05,
indicando que son significativamente diferentes de cero al 95,0% de
nivel de confianza.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo asi ajustado explica
el 92,2861% de la variabilidad en CONCENTRACION BIOMASA. El
estadistico R-cuadrado ajustado, el cual es mas adecuado para la
comparacion de nimeros diferentes de variables independientes, es
46,0024%. EI error esténdar de la estimacion muestra la desviacion
normal de los residuos para ser 4,40881. EI error absoluto de la
media (MAE) de 1,55875 es el promedio del valor de los residuos. El
estadistico Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si
hay cualquier correlacion significativa basada en el orden en el que
se suceden en el fichero de datos.



ANEXO 6b: FERMENTACION SOLIDA

ANALISIS DE VARIANZA - DISENO FACTORIAL COMPLETO

Analisis de la Varianza para CONCENTRACION CONIDIOS

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio
A:TEMPERATURA 0,00183013 1 0,00183013 0,02
B:CANTIDAD BANDEJAS 0,0842551 1 0,0842551 0,97
C-CONCENTRACION INOC 0,000253125 1 0,000253125 0,00
AB 0,0368561 1 0,0368561 0,42
AC 0,628881 1 0,628881 7,25
BC 0,00838513 1 0,00838513 0,10
Error Total 0,0867361 1 0,0867361

Total (corr.) 0,847197 7

R-cuadrado = 89,762 por ciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 28,3339 por ciento
Error Estandar de Est. = 0,29451

Error absoluto de la media = 0,104125

Estadistico Durbin-Watson = 2,5

Autocorrelacion residual Lag 1 = -0,375

El StatAdvisor

La tabla de ANOVA divide la variabilidad en CONCENTRACION CONIDIOS
en distintos segmentos separados para cada uno de los efectos.
después pruebe la significacidén estadistica de cada efecto comparando
la media al cuadrado contra una estimacion del error experimental. En
este caso, 0 de los efectos tienen los p-valores inferiores a 0,05,
indicando que son significativamente diferentes de cero al 95,0% de
nivel de confianza.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo asi ajustado explica
el 89,762% de la variabilidad en CONCENTRACION CONIDIOS. El
estadistico R-cuadrado ajustado, el cual es mds adecuado para la
comparacioén de numeros diferentes de variables independientes, es
28,3339%. EI error estandar de la estimacion muestra la desviacidn
normal de los residuos para ser 0,29451. EIl error absoluto de la
media (MAE) de 0,104125 es el promedio del valor de los residuos. El
estadistico Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si
hay cualquier correlacion significativa basada en el orden en el que
se suceden en el fichero de datos.



PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS LSD — DISENO FACTORIAL

COMPLETO

Contraste Multiple de Rango para LOG CONIDIOS segun FERMENTACION

Método: 95,0 porcentaje LSD

FERMENTACION Frec. Media Grupos homogéneos

2 7 9,07957 X

1 8 9,21025 X

8 5 9,414 X

7 5 9,6016 X

6 7 9,82614 X

3 5 9,8448 X

4 5 9,8876 X

5 8 9,92338 X

Contraste Diferencias +/— tes
1 2 *0,130679 0,123704
1 3 *-0,63455 0,136262
1 4 *-0,67735 0,136262
1 5 *-0,713125 0,119509
1 6 *-0,615893 0,123704
1 7 *-0,39135 0,136262
1 8 *-0,20375 0,136262
2 3 *-0,765229 0,139955
2 4 *-0,808029 0,139955
2 5 *-0,843804 0,123704
2 6 *-0,746571 0,127761
2 7 *-0,522029 0,139955
2 8 *-0,334429 0,139955
3 4 -0,0428 0,151169
3 5 -0,078575 0,136262
3 6 0,0186571 0,139955
3 7 *0,2432 0,151169
3 8 *0,4308 0.,151169
4 5 -0,035775 0,136262
4 6 0,0614571 0,139955
4 7 *0,286 0,151169
4 8 *0,4736 0,151169
5 6 0,0972321 0,123704
5 7 *0,321775 0,136262
5 8 *0,509375 0,136262
6 7 *0,224543 0,139955
6 8 *0,412143 0,139955
7 8 *0,1876 0,151169

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién maltiple para
determinar las medias que son significativamente diferentes unas de
otras. La mitad inferior de la salida muestra la diferencia estimada
entre cada para de medias.- El asterisco que se encuentra al lado de
los 22 pares, indica que éstos muestran diferencias estadisticamente
significativas a un nivel de confianza 95,0%. En la parte superior de
la pagina, se identifican 5 grupos homogéneos segun la alineacidén del
signo X en la columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen
signo X forman un grupo de medias entre las cuales no hay diferencias
estadisticamente significativas. El método actualmente utilizado para
discernir entre las medias es el procedimiento de las menores
diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay un
5,0% de riesgo de considerar cada par de medias como
significativamente diferentes cuando la diferencia real es igual a O.



Tabla de Medias para LOG CONIDIOS segiin FERMENTACION
con 95,0 intervalos LSD

Error Estandar

FERMENTACION Frec. Media (s agrupada) Limite inf. Limite s
1 8 9,21025 0,0418743 9,1505 9
2 7 9,07957 0,0447655 9,01569 9,14
3 5 9,8448 0,0529672 9,76922 9,92
4 5 9,8876 0,0529672 9,81202 9,96
5 8 9,92338 0,0418743 9,86362 9,98
6 7 9,82614 0,0447655 9,76226 9,89
7 5 9,6016 0,0529672 9,52602 9,67
8 5 9,414 0,0529672 9,33842 9,48
Total 50 9,58298

Esta tabla muestra la LOG CONIDIOS media para cada nivel de
FERMENTACION. También muestra el error estidndar de cada media, que es
la medida de su variabilidad en la muestra. El error estandar es el
resultado de dividir la desviacidén tipica agrupada por la raiz
cuadrada del nimero de observaciones en cada nivel. La tabla también
muestra un intervalo que incluye cada media. Los intervalos mostrados
actualmente se basan en el procedimiento de las menores diferencias
significativas de Fisher (LSD). Se construyen de tal manera que si
dos medias son iguales, sus intervalos se solaparan 95,0% de las
veces. Puede ver los intervalos graficamente seleccionando Grafico de
Medias en la lista de Opciones Graficas. En los Tests de Rangos
Miltiples, estos intervalos se utilizan para determinar las medias que
son significativamente diferentes unas de otras.



ANALISIS CAUDAL DE AIRE

ANALISIS DE VARIANZA

Tabla ANOVA para CONCENTRACION CONIDIOS segin CAUDAL AIRE

Analisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 0,79106 3 0,263687 22,21 0,0059
Intra grupos 0,047484 4 0,011871

Total (Corr.) 0,838544 7

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de CONCENTRACION CONIDIOS en
dos componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de
los grupos. EIl F-ratio, que en este caso es igual a 22,2127, es el
cociente de la estimaciéon entre grupos y la estimacion dentro de los
grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las CONCENTRACION
CONIDIOS medias de un nivel de CAUDAL AIRE a otro para un nivel de
confianza del 95,0%. Para determinar las medias que son
significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de
Rangos Multiples en la lista de Opciones Tabulares.



PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS LSD — CAUDAL DE AIRE

Contraste Multiple de Rango para CONCENTRACION CONIDIOS segin CAUDAL AIRE

Método: 95,0 porcentaje LSD

CAUDAL AIRE Frec. Media Grupos homogéneos

0,5 2 9,112 X

0,25 2 9,685 X

1 2 9,878 X

0 2 9,881 X

Contraste Diferencias +/- Limites
0-0,25 0,196 0,302506
0-0,5 *0,769 0,302506
0-1 0,003 0,302506
0,25 - 0,5 *0,573 0,302506
0,25 -1 -0,193 0,302506
0,5-1 *-0,766 0,302506

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién miltiple para
determinar las medias que son significativamente diferentes unas de
otras. La mitad inferior de la salida muestra la diferencia estimada
entre cada para de medias. EI asterisco que se encuentra al lado de
los 3 pares, indica que éstos muestran diferencias estadisticamente
significativas a un nivel de confianza 95,0%. En la parte superior de
la pagina, se identifican 2 grupos homogéneos segin la alineacion del
signo X en la columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen
signo X forman un grupo de medias entre las cuales no hay diferencias
estadisticamente significativas. El método actualmente utilizado para
discernir entre las medias es el procedimiento de las menores
diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay un
5,0% de riesgo de considerar cada par de medias como
significativamente diferentes cuando la diferencia real es igual a 0.



ANALISIS FERMENTACIONES ADICIONALES — DISENO SIMPLEX

ANALISIS DE VARIANZA

Tabla ANOVA para LOG CONIDIOS segin FERMENTACION

Anilisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Va
Entre grupos 3,00626 3 1,00209 58,06 0,00
Intra grupos 0,276148 16 0,0172593

Total (Corr.) 3,2824 19

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de LOG CONIDIOS en dos
componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de los

grupos. El F-ratio, que en este caso es igual a 58,0608, es el
cociente de la estimacién entre grupos y la estimacién dentro de los
grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay

diferencia estadisticamente significativa entre las LOG CONIDIOS
medias de un nivel de FERMENTACION a otro para un nivel de confianza
del 95,0%. Para determinar las medias que son significativamente
diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos Miltiples en
la lista de Opciones Tabulares.



PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS LSD

Tabla de Medias para LOG CONIDIOS segin FERMENTACION
con 95,0 intervalos LSD

Error Estandar

FERMENTACION Frec. Media (s agrupada) Limite inf. Limite su
9 4 8,9795 0,0656872 8,88103 9,077
10 4 8,82125 0,0656872 8,72278 8,918
11 6 9,62217 0,0536334 9,54177 9,702
12 6 9,7375 0,0536334 9,6571 9,81
Total 20 9,36805

Esta tabla muestra la LOG CONIDIOS media para cada nivel de
FERMENTACION. También muestra el error estandar de cada media, que es
la medida de su variabilidad en la muestra. El error estandar es el
resultado de dividir la desviacidn tipica agrupada por la raiz
cuadrada del nimero de observaciones en cada nivel. La tabla también
muestra un intervalo que incluye cada media. Los intervalos mostrados
actualmente se basan en el procedimiento de las menores diferencias
significativas de Fisher (LSD). Se construyen de tal manera que si
dos medias son iguales, sus intervalos se solaparan 95,0% de las
veces. Puede ver los intervalos graficamente seleccionando Grafico de
Medias en la lista de Opciones Graficas. En los Tests de Rangos
Mdltiples, estos intervalos se utilizan para determinar las medias que
son significativamente diferentes unas de otras.



Contraste Miltiple de Rango para LOG CONIDIOS segiin FERMENTACION

Método: 95,0 porcentaje LSD

FERMENTACION Frec. Media Grupos homogéneos

10 4 8,82125 X

9 4 8,9795 X

11 6 9,62217 X

12 6 9,7375 X

Contraste Diferencias +/- Limit
9 - 10 0,15825 0,196931
9 - 11 *-0,642667 0,179772
9 - 12 *-0,758 0,179772
10 - 11 *-0,800917 0,179772
10 - 12 *-0,91625 0,179772
11 - 12 -0,115333 0,160793

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacidn miltiple para
determinar las medias que son significativamente diferentes unas de
otras. La mitad inferior de la salida muestra la diferencia estimada
entre cada para de medias. El asterisco que se encuentra al lado de
los 4 pares, indica que éstos muestran diferencias estadisticamente
significativas a un nivel de confianza 95,0%. En la parte superior de
la pagina, se identifican 2 grupos homogéneos segin la alineacidén del
signo X en la columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen
signo X forman un grupo de medias entre las cuales no hay diferencias
estadisticamente significativas. El1 método actualmente utilizado para
discernir entre las medias es el procedimiento de las menores
diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay un
5,0% de riesgo de considerar cada par de medias como
significativamente diferentes cuando la diferencia real es igual a 0.



TODAS LAS FERMENTACIONES SOLIDAS REALIZADAS

ANALISIS DE VARIANZA

Tabla ANOVA para LOG CONIDIOS segiin FERMENTACION

Anilisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F
Entre grupos 8,84361 11 0,803965 53,89
Intra grupos 0,865309 58 0,0149191

Total (Corr.) 9,70892 69

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de LOG CONIDIOS en dos
componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de los
grupos. El F-ratio, que en este caso es igual a 53,8882, es el
cociente de la estimacidén entre grupos y la estimacién dentro de los
grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las LOG CONIDIOS
medias de un nivel de FERMENTACION a otro para un nivel de confianza
del 95,0%. Para determinar las medias que son significativamente
diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos Mdltiples en
la lista de Opciones Tabulares.



COMPARACION DE MEDIAS LSD ENTRE TODAS LAS FERMENTACIONES

Tabla de Medias para LOG CONIDIOS segin FERMENTACION
con 95,0 intervalos LSD

Error Estandar

FERMENTACION Frec. Media (s agrupada) Limite inf. Limite sup.
1 8 9,21025 0,0431844 9,14913 9,27137
2 7 9,07957 0,046166 9,01423 9,14492
3 5 9,8448 0,0546244 9,76748 9,92212
4 5 9,8876 0,0546244 9,81028 9,96492
5 8 9,92338 0,0431844 9,86225 9,9845
6 7 9,82614 0,046166 9,7608 9,89149
7 5 9,6016 0,0546244 9,52428 9,67892
8 5 9,414 0,0546244 9,33668 9,49132
9 4 8,9795 0,0610719 8,89306 9,06594
10 4 8,82125 0,0610719 8,73481 8,90769
11 6 9,62217 0,049865 9,55159 9,69275
12 6 9,7375 0,049865 9,66692 9,80808
Total 70 9,52157

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la LOG CONIDIOS media para cada nivel de
FERMENTACION. También muestra el error estandar de cada media, que es
la medida de su variabilidad en la muestra. EIl error estandar es el
resultado de dividir la desviacion tipica agrupada por la raiz
cuadrada del numero de observaciones en cada nivel. La tabla también
muestra un intervalo que incluye cada media. Los intervalos mostrados
actualmente se basan en el procedimiento de las menores diferencias
significativas de Fisher (LSD). Se construyen de tal manera que si
dos medias son iguales, sus intervalos se solaparan 95,0% de las
veces. Puede ver los intervalos graficamente seleccionando Grafico de
Medias en la lista de Opciones Graficas. En los Tests de Rangos
Maltiples, estos intervalos se utilizan para determinar las medias que
son significativamente diferentes unas de otras.



Contraste Midltiple de Rango para LOG CONIDIOS segin FERMENTACION

Método: 95,0 porcentaje LSD

FERMENTACION Frec. Media Grupos homogéneos

10 4 8,82125 X

9 4 8,9795 XX

2 7 9,07957 X

1 8 9,21025 X

8 5 9,414 X

7 5 9,6016 X

11 6 9,62217 X

12 6 9,7375 XX

6 7 9,82614 XX

3 5 9,8448 XX

4 5 9,8876 X

5 8 9,92338 X

Contraste Diferencias +/- Limites
1 -2 *0,130679 0,12654
1 -3 *-0,63455 0,139385
1 - 4 *-0,67735 0,139385
1 -5 *-0,713125 0,122249
1-6 *-0,615893 0,12654
1-7 *-0,39135 0,139385
1 -8 *-0,20375 0,139385
1-09 *0,23075 0,149724
1 - 10 *0,389 0,149724
1 - 11 *-0,411917 0,132044
1 - 12 *-0,52725 0,132044
2 -3 *-0,765229 0,143163
2 - 4 *-0,808029 0,143163
2 -5 *-0,843804 0,12654
2 -6 *-0,746571 0,13069
2 -7 *-0,522029 0,143163
2 - 8 *-0,334429 0,143163
2 -9 0,100071 0,153247
2 - 10 *0,258321 0,153247
2 - 11 *-0,542595 0,136026
2 - 12 *-0,657929 0,136026
3 -4 -0,0428 0,154634
3 -5 -0,078575 0,139385
3 -6 0,0186571 0,143163
3 -7 *0,2432 0,154634
3 -8 *0,4308 0,154634
3 -9 *0,8653 0,164014
3 - 10 *1,02355 0,164014
3 - 11 *0,222633 0,148051
3 - 12 0,1073 0,148051
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3 - 12 0,1073 0,148051
4 -5 -0,035775 0,139385
4 - 6 0,0614571 0,143163
4 - 7 *0,286 0,154634
4 - 8 *0,4736 0,154634
4 -9 *0,9081 0,164014
4 - 10 *1,06635 0,164014
4 - 11 *0,265433 0,148051
4 - 12 *0,1501 0,148051
5 -6 0,0972321 0,12654

5 -7 *0,321775 0,139385
5 -8 *0,509375 0,139385
5 -9 *0,943875 0,149724
5 - 10 *1,10213 0,149724
5 - 11 *0,301208 0,132044
5 - 12 *0,185875 0,132044
6 - 7 *0,224543 0,143163
6 - 8 *0,412143 0,143163
6 -9 *0,846643 0,153247
6 - 10 *1,00489 0,153247
6 - 11 *0,203976 0,136026
6 - 12 0,0886429 0,136026
7 - 8 *0,1876 0,154634
7 -9 *0,6221 0,164014
7 - 10 *0,78035 0,164014
7 - 11 -0,0205667 0,148051
7 - 12 -0,1359 0,148051
8 -9 *0,4345 0,164014
8 - 10 *0,59275 0,164014
8 - 11 *-0,208167 0,148051
8 - 12 *-0,3235 0,148051
9 - 10 0,15825 0,172886
9 - 11 *-0,642667 0,157823
9 - 12 *-0,758 0,157823
10 - 11 *-0,800917 0,157823
10 - 12 *-0,91625 0,157823
11 - 12 -0,115333 0,141161

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacidn miltiple para
determinar las medias que son significativamente diferentes unas de
otras. La mitad inferior de la salida muestra la diferencia estimada
entre cada para de medias. El asterisco que se encuentra al lado de
los 53 pares, indica que éstos muestran diferencias estadisticamente
significativas a un nivel de confianza 95,0%. En la parte superior de
la pagina, se identifican 7 grupos homogéneos segin la alineacidén del
signo X en la columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen
signo X forman un grupo de medias entre las cuales no hay diferencias
estadisticamente significativas. El método actualmente utilizado para
discernir entre las medias es el procedimiento de las menores
diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay un
5,0% de riesgo de considerar cada par de medias como
significativamente diferentes cuando la diferencia real es igual a 0.



ANEXO 7

MODELO CINETICO FERMENTACION SOLIDA

Exponential model: Y = exp(a + b*X)

Y: Log concentracion de conidios/g

X: Tiempo de fermentacion (horas)

a: pendiente

b: intercepto en el eje X

FERMENTACION AJUSTE MODELO EXPONENCIAL

Y = exp (16,1789 + 0,0427683*X)
1 R? = 88,9147
Coeficiente correlacion = 0,942946

Y = exp (15,683 + 0,0455925*X)
2 R = 81,3068
Coeficiente correlacion = 0,901703

Y = exp (16,0043 + 0,0510043*X)
3 R? = 96,8991
Coeficiente correlacion = 0,984373

Y = exp (15,493 + 0,0563515%X)
4 R? = 93,0208
Coeficiente correlacion = 0,964473

Y = exp (17,8609 + 0,0413481*X)
5 R? = 88,0301
Coeficiente correlacién = 0,938244




Y = exp (17,1326 + 0,0441074*X)
6 R? = 90,8402
Coeficiente correlacion = 0,953101

Y = exp (16,532 + 0,0414694*X)
7 R? = 97,9816
Coeficiente correlacién = 0,989856

Y = exp (13,7021 + 0,0608208*X)
8 R? = 96,4865
Coeficiente correlacion = 0,982275

Y = exp (15,2347 + 0,0421858*X)
9 R? = 94,11
Coeficiente correlacion = 0,970103

Y = exp (14,5946 + 0,0449738*X)
10 R? = 93,058
Coeficiente correlacion = 0,964666

Y = exp (15,2287 + 0,0533383*X)
11 R? = 96,9442
Coeficiente correlacion = 0,984603

Y = exp (14,7278 + 0,0607299*X)
12 R? = 94,2048
Coeficiente correlacién = 0,970592

En las figuras, las lineas negras representan los limites de ajuste al modelo
establecido por el programa estadistico y la linea azul representa el ajuste de los
datos al modelo. En el eje X se encuentra el tiempo de fermentacion dado en horas
y en el eje Y el logaritmo de la concentracion de conidios/g.
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ESTANDARIZACION DEL PROCESO DE PRODUCCION MASIVA DEL
HONGO Trichoderma koningii Th003 MEDIANTE FERMENTACION
BIFASICA A ESCALA PILOTO
C.CRUZ -M., A. DIAZ? A. M. COTES®,

Resumen

Las especies del género Trichoderma son los microorganismos antagonistas mas
utilizados para el control de enfermedades en plantas ocasionadas por fitopatogenos.
Trichoderma ha sido estudiado como agente de control bioldgico durante mas de 70
afios, pero solo hasta hace poco tiempo, las cepas de este microorganismo han
comenzado a adquirir un valor comercial importante debido a que sus sistemas de
produccion han sido escalados a nivel piloto y semi-industrial. En este trabajo se
llevo a cabo la estandarizacion de las condiciones de fermentacion bifasica del hongo
T. koningii cepa Th003 para alcanzar concentraciones de biomasa para su produccion
a escala industrial. La biomasa fungica fue obtenida usando la técnica de
fermentacion liquida en un medio de cultivo codificado como SL1 compuesto de
arroz y melaza. Inicialmente se determind el tiempo Optimo para la produccion del
inéculo liquido en un biorreactor airlift y posteriormente se aplico un disefio simplex.
Se determind que la aireacion es el factor mas importante que afecta el proceso para
llevar a cabo su escalamiento. La mayor produccion de biomasa fungica (15.61 g/l de

biomasa seca) se obtuvo en la fermentacion 4 bajo condiciones de operacion como:
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altura de la zona de ascenso 55.1cm, caudal de aire 0.5vvm y volumen de
antiespumante 20ml. Ademas, la cuantificacion de N-acetilglucosamina resultd ser un
buen indicador del crecimiento fungico al poder ser relacionado con la biomasa
obtenida durante el proceso de fermentacion liquida (+£78.56 pg glucosamina/ g
biomasa seca, con un coeficiente de variacion de los datos de 10.23%).

De otro lado, la produccion masiva de conidios se llevo a cabo en un fermentador de
bandejas a escala piloto usando un sustrato solido codificado como SS1 compuesto de
arroz y salvado de trigo. Se aplico un disefio factorial completo y luego el disefio
experimental simplex. Se determin6 que la aireacion y el volumen de indculo liquido
fueron los factores de operacion que mas afectaron la cantidad de conidios obtenida
después de 96 horas de fermentacion, obteniéndose la mayor concentracion durante
la fermentacion 5 equivalente a 8.44 x 10° conidios/g de sustrato.

Palabras claves: Fermentacidén biféasica, Trichoderma koningii, fermentador
airlift, cuantificacion de biomasa fungica, disefio simplex.

Abstract

Trichoderma species are the antagonistic microorganisms most used for the control of
plant diseases caused by phytopathogens. Trichoderma has been studied as biological
control agent during more than 70 years, but just recently strains of this
microorganisms have begun to acquire an important commercial value because its
production systems has been scaled to pilot and semi-industrial scale production. In
this work was carried out the standardization of conditions of two-phase fermentation
of the fungi T. koningii Th0O3 strain to obtain biomass concentrations for its

industrial scale-up production. Fungal biomass was obtained using liquid



fermentation technique in a culture medium codified as SL1 based on rice and cane
molasses. Initially the optimal time was determined for inoculum production in airlift
bioreactor and then, a simplex design was applied. We found aeration as the most
important factor that influence or affect the scaling process. The biggest production of
fungal biomass (15.61 g/l dry biomass) was obtained by fermentation 4 under
operational conditions as: riser height 55.1cm, aeration 0.5vvm and antifoam volume
20ml. Moreover, the quantification of N-acethylglucosamine was a good indicator
from the fungal growth to be related with the biomass obtained during the process of
liquid fermentation (£78.56 ug glucosamine/ g dry biomass, with a data variation
coefficient of 10.23%).

By other side, the massive production of conidia was carried out in a tray bioreactor
to pilot scale using a solid substrate codified as SS1 based on rice and wheat bran. A
complete factorial design and a simplex design were applied. We determined that
aeration and liquid inoculum volume were the operation factors that most affected the
quantity of conidia obtained after 96 hours of fermentation, being obtained the
biggest concentration during the fermentation 5 equivalent to 8.44 x 10° conidia/g.
Keywords: Biphasic fermentation, Trichoderma koningii, airlift bioreactor,
fungal biomass estimation, simplex design.

Introduccion

Las enfermedades producidas por organismos fitopatdogenos tales como bacterias,
nematodos u hongos constituyen generalmente la mayor causa de pérdidas en la
produccion agricola (Benitez et al., 2004). La practica tradicional mas comun para la

disminucién y eliminacion de los efectos perjudiciales ocasionados por los agentes



fitopatdégenos mencionados se basa en el empleo de plaguicidas, practica conocida
como control quimico. Sin embargo, el aumento de la conciencia social que se tiene
ante el enorme deterioro medioambiental que supone la utilizacion indiscriminada de
estos compuestos quimicos, ha provocado un gran interés en la busqueda de sistemas
ambientalmente sostenibles para el control de plagas y enfermedades. En este sentido,
una estrategia promisoria es la utilizaciéon de microorganismos antagonistas de los
agentes infecciosos y que desplazan a éstos de una manera natural, denominada
control bioldgico (Benitez et al., 2004). Como consecuencia de esto, existe un
creciente interés por la explotacion y utilizacién de microorganismos para el control
de plagas.

De ahi que para el desarrollo de nuevos productos de origen biologico se deben tener
en cuenta diferentes aspectos: primero, definir un medio de cultivo 6ptimo y el mejor
sistema para la obtencidon masiva de un indculo que permita una buena relacion costo
- rendimiento en la produccién; segundo, establecer bioensayos de control de calidad
a escala de laboratorio; tercero, garantizar la estabilidad del producto y determinar las
condiciones de almacenamiento; cuarto, asegurar su facilidad de aplicacion, y por
ultimo, asegurar una efectividad similar a la presentada por los agroquimicos en
pruebas de invernadero y campo.

En el Laboratorio de Control Biologico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria de
Corpoica, se han llevado a cabo trabajos encaminados a la produccion de un
bioplaguicida a base del hongo Trichoderma koningii. Pena (2002) llevé a cabo un
estudio cuyo objeto fue evaluar el efecto de diferentes sustratos sobre el crecimiento y

la produccion de conidios de Trichoderma koningii Th003 y estableciéo un método de



produccion masiva eficiente en un medio solido codificado como SS1. Por lo tanto,
en este trabajo los objetivos fueron: realizar la estandarizacién e implementacion a
nivel piloto de una técnica de fermentacion bifasica que incluye una fermentacion
liquida y otra fermentacion sobre un sustrato solido, para la obtencion de las
estructuras infectivas del hongo biocontrolador Trichoderma koningii cepa Th003, en
cantidades suficientes para su aplicacion masiva a nivel de campo usado como
principio activo de un bioplaguicida y simultineamente implementar una técnica
colorimétrica para la cuantificacion de biomasa fungica del hongo T. koningii Th003.

Materiales y métodos

Este trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Control Bioldgico del Centro de
biotecnologia y Bioindustria de la Corporaciéon Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (Corpoica) ubicado en el Km.14 - via Mosquera.

e Obtencion y mantenimiento de la cepa de interés
El microorganismo empleado fue la cepa del hongo Trichoderma koningii codificada
como Th003, suministrada por el Banco de Germoplasma de microorganismos del
Laboratorio de Control Biologico de Corpoica.

e Produccion de preinéculos
A partir de cajas de agar PDA con el hongo crecido, se adicionaron 10ml de una
solucion de Tween 80 al 0.1% (v/v) en agua destilada y se removieron los conidios
mediante desprendimiento usando un asa bacterioldgica. La suspension de conidios
obtenida se ubicd en un tubo estéril y se homogeneizé en un agitador vibratorio

durante 30 segundos. A partir de esta suspension madre se realizaron diluciones



seriadas usando una solucion de Tween 80 al 0.1% (v/v) en agua destilada y se
realiz6 un recuento de conidios en camara de Neubauer para ajustar la concentracion
de los preindculos a 1x107 conidios/ml.

Posteriormente se inocularon 2.5ml de la suspension de conidios mencionada arriba
en erlenmeyers de 125ml que contenian 25ml del medio estéril SL1, estandarizado
previamente (Pefia, 2002), estos se incubaron a 25°C con agitacion constante
(180rpm) en un bano termostatado Lindberg Blue durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo, se realizo el control de calidad del caldo de fermentacion mediante una
coloracion de Gram para detectar presencia de bacterias y de azul de lactofenol para
visualizar las estructuras fungicas. Seguidamente, se llevaron a cabo tres cambios de
volumen sucesivos en erlenmeyers de 125ml, 500ml y 1000ml manteniendo una
relacion medio de cultivo:volumen del erlenmeyer de 1/5, incubandose bajo las
mismas condiciones y se realizaron las coloraciones antes mencionadas para verificar
la pureza del cultivo y para observar microscopicamente la morfologia del hongo.
Adicionalmente, se llevo a cabo un recuento de conidios en camara de Neubauer para
cuantificar crecimiento y establecer la concentracion final de conidios de los
preinoculos.

e Fermentacion liquida en biorreactor airlift de 20 litros

Las fermentaciones liquidas se llevaron a cabo en un fermentador airlift de 20 litros
de lazo interno disefiado en un trabajo anterior (Florez, 2002), en estos sistemas de
fermentacion, el aire se inyecta a través del tubo interno y por diferencia de
densidades fluye a través del tubo externo para generar asi homogeneizacion y

aireacion al liquido. El equipo estd construido en acero inoxidable y permite el



control del caudal de gas de entrada y de la temperatura del caldo de fermentacion,
adicionalmente, permite el uso de diferentes alturas del tubo interno para estudios
hidrodinamicos. La seleccion de los factores evaluados y sus niveles para cada
fermentacion se realizd teniendo en cuenta caracteristicas relacionadas con el equipo
(altura de la zona de ascenso) y con las condiciones fisicoquimicas de la fermentacion
(caudal de aire y volumen de antiespumante) (Tabla 1).

Se empled un disefio experimental factorial fraccionado a la mitad que incluy6 cuatro
fermentaciones (Tabla 2) y luego se aplicé el método evolucionario simplex (k+2).
Para cumplir la condicion de evolucionario, se realizaron dos fermentaciones
adicionales, cuyos niveles fueron el resultado de la eleccion de las mejores respuestas
de las cuatro fermentaciones anteriores (Tabla 3), donde cada fermentacion era
equivalente a un Unico tratamiento. Las condiciones iniciales para llevar a cabo la
fermentacion liquida fueron determinadas en trabajos anteriores (Pefia, 2002); dichas
condiciones fueron: temperatura de 25°C y un tiempo de fermentacion de 48 horas.

Se realizaron ocho muestreos cada 6 horas empleando una bomba peristaltica PD-
50006 tomando 250ml del caldo de fermentacion para llevar a cabo las siguientes
determinaciones: coloracion de Gram y observacion microscopica para verificar la
pureza del cultivo, determinacion de la biomasa fingica mediante la técnica
colorimétrica de la N-acetilglucosamina, pruebas de germinacion de conidios sobre
placas de agar extracto de malta incubadas a 25°C y leidas a las 17 horas y pruebas de
viabilidad sobre placas de agar Saboureaud-Rosa de Bengala (RSB), incubadas a

25°C durante 7 dias. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.



e Cuantificacion de biomasa flngica
Para la cuantificaciéon de biomasa fingica se empled la técnica colorimétrica que
determina directamente la conversion de la quitina en N-acetilglucosamina. Se
tomaron 160ml del caldo de fermentacion y se sometieron a centrifugacion durante
30 minutos a 8000rpm, se descarto el sobrenadante y la biomasa se lavd nuevamente
con agua destilada estéril. La biomasa hiimeda obtenida se secd en una estufa de
corriente de aire durante 72 horas a 50°C. La biomasa seca obtenida se sometio a un
tratamiento enzimatico con el fin de eliminar los residuos del medio de cultivo
(Tomaselli et al., 2001). El precipitado obtenido se someti®6 a un tratamiento
acido—térmico seguido de la aplicacion de la técnica colorimétrica desarrollada por
Drysdale & Ride (1972), se utilizd6 como blanco el medio de cultivo estéril. La curva
de calibracion para glucosamina se construyd siguiendo el protocolo descrito
anteriormente, utilizando como patron glucosamina hidroclorada y como blanco agua
destilada estéril (Drysdale & Ride, 1972).
e Fermentacion solida en biorreactor de bandejas

La seleccion de los factores y los niveles se realizo teniendo en cuenta caracteristicas
relacionadas con la geometria del equipo (Numero de bandejas) y con caracteristicas
fisicoquimicas de la fermentacion (temperatura, caudal de aire, volumen de indculo
liquido). Los factores y los niveles evaluados se determinaron teniendo en cuenta los
valores reportados por la literatura para este tipo de procesos (Tabla 4). Como
variable de respuesta se selecciond la concentracion final de conidios, puesto que

éstos se consideran el producto biotecnologico de interés. Se aplicod un diseflo



experimental factorial completo que implicé el montaje de ocho fermentaciones como
nucleo (Tablas 5 y 6) y cuatro fermentaciones adicionales generadas por la aplicacion
del método simplex (Tabla 7). Se realizaron cuatro repeticiones por tratamiento.

La cantidad de sustrato s6lido SS1 estandarizado en trabajos anteriores (Pefia, 2002),
fue de 550g por bandeja. La humedad tedrica inicial del sustrato se encontraba entre
39% y 51% y el tiempo de fermentacién fue de 7 dias ya que éste es el tiempo
requerido para llevar la esporulacion del hongo, establecido en un trabajo anterior
(Pefia, 2002). Se realizo un muestreo diario y se tomaron tres muestras con un
sacabocados de lem” en cada una de las bandejas, éstas se mezclaron para una
muestra total de 5g aproximadamente. Se evalué la concentracion de conidios
mediante recuentos en camara de Neubauer usando diluciones decimales seriadas, se
realizaron pruebas de germinacion y viabilidad de conidios de acuerdo al protocolo
establecido por Corpoica.

El andlisis de los datos obtenidos se realizd empleando el programa estadistico
Statgraphics. Los datos obtenidos fueron sometidos a analisis de varianza ANOVA y
a la prueba de comparacion de medias LSD (diferencia minima significativa) a un
nivel de confianza del 95%; ademads se emplearon cartas de pareto para determinar el
efecto de los factores evaluados sobre la variable de respuesta.

Resultados y discusion

e Fermentacion liquida
Los datos de peso seco obtenidos experimentalmente permitieron comprobar la
hipdtesis de que los factores evaluados afectaron directamente la productividad del

proceso de fermentacion liquida, ya que las diferencias entre tratamientos presentaron



una variacion hasta del 10.23% y al realizar el andlisis estadistico de los datos
empleando la prueba LSD, con un 95% de confianza se determin6 que existieron
diferencias significativas entre fermentaciones. Ademas, el cambio en la morfologia
del hongo fue un elemento que influy6 de manera negativa sobre la produccion de
biomasa al final del proceso, por lo que se deduce que es necesario realizar un control
exacto sobre las condiciones de incubacioén respecto a la etapa de precultivo; la
alteracion de estas condiciones (temperatura y agitacion, principalmente) se reflejo en
la cantidad de biomasa producida y en la morfologia adoptada por el hongo durante la
fermentacion en biorreactor airlift. Los mejores resultados en términos de biomasa
seca se obtuvieron bajo las condiciones definidas en la fermentacion 4 y los peores en
la fermentacion 1. Ademas, se observd que la combinacion de los factores caudal de
aire y altura de la zona de ascenso presentaron el mayor efecto sobre la produccion de
biomasa pero sin ser significativos (Figura 1).

En general, durante las fermentaciones llevadas a cabo generalmente se present6 una
morfologia mixta con presencia de agregados fungicos de diversos tamafios, este es
un fenémeno ampliamente descrito en la literatura y es debido principalmente a la
intensidad de la agitacion. En concordancia con lo anterior, durante las
fermentaciones 1 y 3 en la que la velocidad de agitacion fue elevada (>0.75vvm), el
micelio libre fue la forma de biomasa predominante. Por el contrario, en las
fermentaciones 2, 4, 5 y 6 a velocidades de agitacion bajas (<0.5vvm), la forma de
biomasa presente estuvo constituida en su totalidad por micelio en forma de
agregados. En cuanto a la cuantificacion de biomasa flngica, se observo que el

contenido de glucosamina fue directamente proporcional a la concentracion de



biomasa fungica, independiente del tiempo de fermentacion y de la edad del
microorganismo. Estos resultados coinciden con los trabajos de Tomaselli (2001),
Desgranges (1993) y Drysdale & Ride (1972).
Ejemplo de esto se muestra en la Figura 2, en la cual se represent6 el comportamiento
de la glucosamina en funcién del tiempo para la fermentacion liquida 3, se obtuvo un
valor constante de 64.87 pug glucosamina/g biomasa seca, con este valor y usando la
curva patréon de glucosamina fue posible predecir la cantidad de biomasa fungica en
cualquier tiempo de la fermentacion.

e Fermentacion solida
A partir del monitoreo constante de las variables claves de fermentacion, se estableci6
que el fermentador mantuvo de forma adecuada las condiciones de temperatura para
el crecimiento del microorganismo ya que el promedio fue de 26°C +/- 0.5°C. Se
evidencidé que la combinacion de factores como caudal de aire inyectado al
fermentador, y la concentracion del inoculo liquido, presentaron la mayor influencia
sobre la esporulacion del hongo sobre el medio solido pero sin ser significativos
(Figura 3).
En general, el comportamiento del hongo T. koningii Th003 obedecié a un modelo de
orden exponencial con un ajuste de 96.2% (Figuras 4a y 4b). Ademas, después de
realizar el analisis estadistico de los datos empleando la prueba LSD, con un 95% de
confianza se determind que existieron diferencias significativas entre los
tratamientos. Se observd que en todas las corridas experimentales, la concentracion
de conidios/g siempre estuvo en el orden de 10° siendo el valor maximo el que se

present6 en la fermentaciéon niimero 5 con 8.44x10° conidios/g de sustrato.



Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron similares a los obtenidos por
Pérez y colaboradores (2000) con Trichoderma harzianum, en los cuales la
concentracion maxima obtenida después de llevar a cabo un proceso de fermentacion
solida en un sustrato compuesto por arroz fue de 1.80 x 10° conidios/g de sustrato.

Conclusiones

Los resultados demostraron que para la fermentacion liquida el mejor
comportamiento con respecto a la produccion de biomasa fingica principalmente en
forma de micelio, se presentd empleando una altura de la zona de ascenso de 55.1cm,
un volumen de antiespumante de 20ml y un caudal de aire inyectado de 0.5vvm, con
una produccion de 15.61 g/l de biomasa seca.

La cuantificaciéon de N-acetilglucosamina demostré ser un buen indicador del
crecimiento fungico al poder ser relacionado con la biomasa seca independiente de
condiciones como edad del microorganismo y tiempo de fermentacion.

Se comprobd que la interaccion de factores tales como temperatura, humedad relativa
y la cantidad de bandejas empleadas en un biorreactor de bandejas, son los que tienen
un mayor efecto sobre la produccion de conidios del hongo T. koningii Th003 durante
la fermentacion solida.
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Tablas y Figuras

Tabla 1
Factores y niveles evaluados durante la fermentacion liquida
Factores Nivel bajo Nivel alto Variable de
respuesta
Altura de la zona 44.3cm 55.1cm Concentracion de
de ascenso biomasa (micelio
Caudal del gas de 0.5vvm 0.75vvm principalmente)
entrada
Volumen de 0.075% (v/v) 0.1% (v/v)
antiespumante 15ml 20ml
Tabla 2
Matriz del disefio experimental factorial fraccionado para la fermentacion liquida
VARIABLES
Fermentacion Altura de la Caudal de Volumen de

zona de ascenso | aire (vvm) antiespumante

(cm) (ml)
1 - T -
2 i T T
3 + - -




Tabla 3

Niveles de los factores evaluados para los tratamientos adicionales mediante la

aplicacion del método simplex

Fermentacion 5 Fermentacion 6
Caudal de aire (vvm) 0.42 0.20
Volumen de antiespumante (ml) 22 18
Altura de la zona de ascenso (cm) 58.7 68.3
Biomasa seca (g/l) 6.34 8.65

Tabla 4

Factores y niveles evaluados durante la fermentacion solida

indculo liquido

VARIABLE DE
FACTOR NIVEL BAJO NIVEL RESPUESTA
ALTO
Temperatura 25°C 27°C
Cantidad de 10 15
bandejas Concentracion de
Volumen de 110ml 220ml conidios

Caudal de aire

inyectado

Ovvm, 0.25vvm, 0.5vvm y Ivvm




Tabla 5
Matriz del disefio experimental factorial completo para la fermentacion sélida

FACTORES
Fermentacion Temperatura Numero de Volumen de
(°C) bandejas inoculo liquido
(ml)
1 + + +
2 + + -
3 + - -
4 - - +
5 - - -
6 - n n
7 + + -
8 + - T
Tabla 6

Caudal de aire inyectado durante las fermentaciones solidas

Caudal de aire (vwm) | Grupos homogéneos

Fermentacién respecto a conidios/g
1-2 0.5 b
3-4 1.0 a
5-6 0 a

7-8 0.25 a




Tabla 7

Valores de los factores evaluados para tratamientos adicionales mediante la
aplicacion del método simplex

Fermentacion

Fermentacion

Fermentacion

Fermentacion

9 10 11 12
Temperatura (°C) 24.33 24.33 25.76 25.76
Numero de 8 8 12 12
bandejas
Volumen de 220 110 94.28 47.14
in6éculo  liquido
(ml)
Caudal de aire 0.33 0.33 0.58 0.58
(vvm)
Concentracion de |  9.84 x 10° 6.70 x 10° 4.30 x 10° 5.82 x 10°

conidios/g
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Figura 1. Carta de Pareto para los factores evaluados en un biorreactor airlift durante
la fermentacion liquida.
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Figura 2. Relacion entre el contenido de glucosamina y la cantidad de biomasa
producida durante la fermentacion liquida del hongo T. koningii Th003.
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Figura 3. Carta de Pareto para los factores evaluados en un biorreactor de bandejas
durante la fermentacion solida.
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Figura 4a. Comportamiento del hongo T. koningii Th003 durante la fermentacion
solida 3. Las lineas negras representan los limites de ajuste al modelo establecido por
el programa estadistico y la linea azul representa el ajuste de los datos al modelo. En
el eje X se encuentra el tiempo de fermentacion dado en horas y en el eje Y el
logaritmo de la concentracion de conidios/g.
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Figura 4b. Comportamiento del hongo T. koningii Th003 durante la fermentacion
solida 4. Las lineas negras representan los limites de ajuste al modelo establecido por
el programa estadistico y la linea azul representa el ajuste de los datos al modelo. En
el eje X se encuentra el tiempo de fermentacion dado en horas y en el eje Y el
logaritmo de la concentracion de conidios/g.
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