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ABSTRACT. Trichoderma viride C-9 and T. reesei QM-9414 were
grawn on filter paper as cellulose, as well as, carboxymethylcellulose and
leaves of sugar cane, respectively, in a mineral basal medium. T. reesei
QM-9414 was used as reference culture. The greated accumulation of
sugars present in the supernatant media was reached in the cultures with
sugar cane leaf.

RESUMEN. Se estudis el comportamiento de Trichoderma viride C-9,
y T. reesei QM-9414 en presencia de papel de filtro como celulosa y
carboximetilcelulosa; asi como paja de cafia sin tratamiento empledndo-
se como Unicas fuentes de carbono en un medio salino, T. reesei QM-
9414 fue empleada como cultivo de referencia. La mayor acumulacién de
azucares reductores en el medio de fermentacion se alcanzd en los
cultivos con paja de cafia.

INTRODUCCION

Los problemas fundamentales para la hidrélisis de la celu-
losa, derivan de la estructura cristalina organizada que ella posee y
de la presencia de lignina en los tejidos vegetales, que compacta
extraordinariamente las fibras celulésicas del vegetal.’ Mediante la
hidrélisis quimica o a través de una sacarificacién enzimética, es
posible obterer glucosa a partir de los sustratos celulésicos.2

Okada,? encontré que |a especie Trichoderma viride tiene
actividad cefulolitica en presencia de celulosa. Varios autores*®han
discutido lainfluencia de la fuente de carbono, sustancias organicas
y metales en la produccién de enzimas celuloliticas.

Karrer y col.,’ diferenciaron los materiales celulsicos en
relacidn a la accién enzimética sobre éstos, debide a las diversas
estructuras fisicas de las sustancias, citdndose por Fuller y Nor-
man 2 el criterio convencional de probar la capacidad de los microor-
ganismos de utilizar la celulosa, haciéndolas crecer en presencia de
papel de filtro como Gnica fuente de carbono.

Ressey Levinson,? sugirieron |a existencia del componente
Cy en el sistema enzimético celulasa, siendo responsable de la
degradacion de !as formas celulésicas altamente organizadas. La
accién del complejo enzimético celulasa, sobre celuiosa cristalina,
rinde glucosa.®

Cabe destacar que la mayor parte de los estudios realizados
sobre la biodegradacion de los materiales celulésicos se ha centra-
do en sustratos quimicamente pures, tales como algodén, papet de
filtro, carboximetilcelulosa y otros, 528

El empleo de materiales celulésicos de cafa como dnica
fuente de carbono ha sido descrito por varios autores, con buenos
resultados en cultivos liquidos agitados, empleando bacterias y
hongos celuloliticos.'® 18

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. Se emplearon las especies flngicas
celuicliticas Trichoderma viride, cepa C-9; proveniente de un
{aboratorio de Fermentaciones de |la Universidad de La Habana y T.
reesel, cepa QM-9414,

Consgervacién de los microorganismos. Fueron conser-
vados en medio agar-papa-glucosa, incubéndose durante 7 d a
28°C. Posteriormente, fueron mantenidas en refrigeracion a 4 °C ;

Medio de cuitivo. Se utilizé el medio salino citado por
Mandels y col.,'® ajustandose el pH inicial a 5. Como unica fuente
de carbono, al 1%, se empled papel de filtro Whatman Ne. 1 {1em?);
carboximetilcelulosa (BDH) con grado de sustitucién 0,7 a 0,8 y paja
de cafia molida y seca, sin tratamiento quimico y a concentraciones
de 2; 4 y 6 % en ios medios de cultivo. En algunos experimentos
fueron empleadas azlcares simples: manosa, xilosa, arabinosa y
celobiosd, como Gnicas fuentes de carbono y energia, al 1 %, res-
pectivamente, '
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Condiciones de cultivo. Se utilizaron cultivos liquidos agi-
tades en zaranda giratoria a 120 r/min durante 7 d, ajustandose la
temperatura a 28°C . Las fermentaciones se realizaron en erlenme-
yers de 500 mbL de capacidad, con 200 mL volumen efectivo. El
inéculo se preparé a partir de una suspensién de esporas de 105 a
107/mL, de un cultivo joven de 7 d de incubacién, La biomasa fue
determinada por gravimetria mediante peso seco.

Determinaciones quimicas y bioqlimicas. Se empleé ¢
método de Dubois y col.'” para la determinacién de carbohidratos
totales solubles y el de Surnmer y Somers'® para aziicares reducto-
res. En los casos en que la concentracién de azdcares fue inferior a
100 mg/L se afiadié 0,1 mg de glucosa en las muestras, restandose
los valores de la afiadida. La actividad CMC-asa se determainé por
el métode de Gupta v col.'® modificado por Miller? y Abin.2! El
andlisis cualitativo de azlcares presentes en los sobrenadantes de
las fermentaciones, se realizd segiin Menzies y Seakin,"’2 an croma-
tografia de papel descendente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento de T, viride C-9 y T. reesei
QM-9414, en presencia de azicares simples

T. viride C-9 presentd buen crecimiento en giucosa come
fuente de carbono; asi como T. reesei QM-9414. Ambas especies
también se hicieron crecer en presencia de manosa, asi como las
pentosas arabinosa y xilosa. El consumo de estos azdcares senci-
llos, comenzé a apreciarse después de las primeras 20 h en unos
casos y de las 30 h en otros, La celobiosa fue otro de los azdcares
consumidos (Tabla I).

TABLA 1

Azcares residuales presentes en cultivos de T. viride C-9
y T. reesei QM-9414

Fuente .

Cepas de carbono - Incubacién (h)
0 21 335 60 B4 107
arabincsa 100 100 100 20 17 15
xilosa 100 100 100 22 - 12
C-9 glucosa 100 76 - 52 39 12
manosa 100 100 - 25 19 17
celobiosa 160 - 43 19 19 10
atabinosa 100 100 100 72 50 40
xilosa 100 100 5 M 29 24
QM-9414 glucosa 100 92 72 63 - 12
manosa 100 100 68 60 55 49
celobiosa 100 66 33 29 - 13

*La concentracion inicial de cada azdicar fue de 10 g/L y se considerd
como el 100 %



El crecimiento de estas cepas, a partir de los azlcares
solubles mencionados anteriorrente (Tabla Il), ponen de manifies-
1o sus potencialidades para utilizar los materiaies celulésicos, pues
éstos en forma de polameros se encuentran en la paja de cafa y
otras partes dei vegetal Los tiempos de latencia de los cultivos
tangicos fueron de alrededor de 24 h en las oondlcmnes ensayadas
¥ son los normalmente citados para hongos.?'

TABLA 11

Biomasas fiingicas obtenidas a partir de varios
azicares simples

Fuente

Especies de carbono Biomasa
(10g/L) (&L)
arabinosa 34
xilosa 35

T. viride C.9 glucosa 35
manosa 33
celobiosa 36
arabinosa 24
xilosa 3,0

T. reesei QM-9414 glucosa 35
manosa 2,1
celobiosa 35

Wilizacién de celulosa y carboximetilcelulosa
por los cultivos de Trichoderma

Los cultivos de T, virlde C-9 y T. reesei QM-9414 crecieron
en presencia de papel de filtro come Onica fuente de carbono; asi
como con carboximetilcelulosa. En la figura 1 puede apreciarse que
el crecimiento en papel de filtro como dnica fuente celulésica
permitié una acumulacién de az(icares reductores por debajo de los
50 mg/L, tanto para T. viride C-9, como en T. reesei QM-9414,
mientras que con carboximetilcelulosa ios valores aumentan hasta
més de 10 veces (Fig. 2).
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Fig. 1. Acurmulacidn de azicares reductores en cultivos
de 7. viride C-9 crecidos en papel de filtro y 10 mg/L.
de glucosa @ , en papel de filtro o y de T. viride QM-9141
crecidos en papel de filtro y 10 mg/L de glucosa a ,
en papel de fiitro a

En presencia de papel de filtro cormo celulosa, ambas espe-
cies consumen los azlcares reductores en las primeras 8 h, inclu-
yendo aqui la adicién de 10 mg/l. de glucosa incialmente al medio,
a fin de favorecer el proceso de germinacién de las esporas y que
se ha comprobado en especies flngicas celuloliticas, aunque a
concentracion 10 veces superior.?’
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Fig, 2. Acumulacién de azlcares reductores en cultivos
de T. viride C-9 crecidos en carboximetilcelulosa y 10 mg/L
de glucosa e, en carboximetilcelulosa © y de T. viride QM-9414
crecidos en carboximetilcelulosa y 10 mg/L de glucosa &
y en carboximetilcelulosa a

Los cultivos crecidos en presencia de carboximetilcelulosa,
presentan un aumento apreciable en la acumulacién de azicares
reductores, a partir de las 30 a 40 h de incubacién (Fig. 2), lo que
pone de mamilesto la actividad celulolitica de las endogluconasas
vy exogluconasas,?® que también es apreciada en los cultives con
papel de filtro (Fig. 1).

Comportamiento de los azicares reductores
en cultivos de T. viride C-9 y T. reesei
QM-9414; crecidas en paja de caia

Las fermentaciones con paja de cafa sin tratamiente quimi-
co, con T. virlde C-9 y T. reesei QM-9414, mostraron perfiles de
acumulacion de azlcares reductores, en correspondencia con la
concentracion de la paja presente en los cultivos (Figuras 3y 4) y
que son comparables a los cultivos crecidos con carboximetiicelu-
losa comao dnica fuente de carbono.
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Fig. 3. Acurmulacién de azlicares reductores en cultivos
de T. viride C-9, utilizando paja sin tratar al 2% o ,
4% a2 y6% O
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Fig. 4. Acumulacién de azlicares reductores en cultivos
de T. viride QM-9414 utilizando paja sin tratar al 2% ©
4% 4 y6% D

La presencia de altas concentraciones de azicares reducto-
res, como producto de la hidrélisis enzimatica de los materiales
celulésicos, resulta muy deseable, por cuanto permitiria la mejor
utilizacién de la fuente de carbono por estos u otros microorganis-
mos.

Los perfiles de actividad celulolitica en presencia de papel
de filtro y carboximetilcelulosa como Gnicas fuentes de carbono,
pueden apreciarse en las figuras 5 y 6, explicando éstos la acumu-
laciébn de azdicares reductores apreciados en las figuras 1 y 2,
producio de |a hidrélisis enzimatica celulolitica,
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Fig. 5 Cultivo de T. viride C-9, en celulosa: o actividad
CMC-asa, 4 PF-asa. Cultivo en carboximetilcelulosa: e actividad
CMC-asa, & PF-asa

Azlcares presentes en el scbrenadante

de la fermentacion de la paja de caiia

Los sobrenadantes de los cultivos fngicos centrifugados
y desalinizados, fueren investigados en relacién con la presencia
de azicares sencillos, frente a patrones de arabinosa, xilosa, glu-
cosa, manosa, galactosa y celobiosa, detectandose sélo glucosa
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(Rf = 0,18) y celobiosa (Rf = 0,13}, en los cuitivos con papel de filtro
y carboximetilcelulosa. Los cromatogramas revelaron también
manchas con un Rf corto, inferior al obtenido con celobiosa, lo cual
hace suponer la presencia de pequefios oligosacaridos. lguales
resultados se han obtenido con los sobrenadantes de la fermenta-
cién de |la paja de cafia, apareciendo también glucosa y celobio-
sa, asi como oligosacdridos pequefios, o cual se explica por el tipo
de hidrélisis de las -glucosidasas sobre los materiales celuldsi-
cos 2428
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Fig. 6. Cultivo de T. reesei QM-9414, en celulosa: O actividad
CMC-asa, a PF-asa. Cultivo en carboximetilcelulosa: o actividad
CMC-asa, » PF-asa -

CONCLUSIONES

T. viride C-9 vy T. reesel QM-9414, crecieron en presencia
de arabinosa, xilosa, glucosa, manosa y celobiosa, empleadas co-
mo Gnicas fuentes de carbono, respectivamente. La glucosa y celo-
biosa estuvieron entre los azlicares méas asimilados, siendo éstos
los productos de hidrélisis de los materiales celuldsicos.

El papel de filtro suministrado como Onica fuente de carbo-
no celulésico, fue degradado por ambas especies fingicas, rindien-
do azlOcares reductores, La carboximetilcelulosa fue mejor
degradada, con mayor produccién de azucares reductores en los
cultivos.

Los cromatogramas obtenidos de los sobrenadantes de los
licores fermentados de papel de filtro, carboximetilcelulosa y paja
de cafa sin tratamiento, revelaron la presencia de glucosa y celo-
biosa, asi como de oligosacaridos no identificados.
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ELECTROENCEFALOGRAFO DIGITAL
DEL MEDICID - 03M

El ELECTROENCEFALOGRAFQ DIGITAL combina las
funciones de un electroencefalografo tradicional de papel con
el andlisis cuantitativo del electroencefalograma, por lo que se
integran las posibilidades de estudio que estas técnicas permiten.

Posibilidades del software;
® Presentacion del EEG en la pantalla en lugar del papel

® Los datos clinicos del paciente y la estrategia de registro
Ppueden ser definidos por el usuario. En ésta 1iltima hasta 20
estados funcionales y 9 marcas de eventos

® Ef registro se realiza con montaje monopolar. Fuera de
linea puede ser visto hasta con 10 montajes bipolares

® Seleccion de los segmentos de EEG para el andlisis cuan-
titativo

" @ Cdlculo de "zero crossing" y diferencia de amplitud en el
intervalo definido

® Creacion del reporte normalizado para la interpretacion
visual del EEG

® Graficacion de los espectros incluyendo el multivariado
generalizado

® Cdlculo del Modelo Espectral de Banda Ancha
® Caiculo del Modelo Espectral Xi-Alfa

® Normas poblacionales de regresion con la edad para todas
las medidas (5 a 97 arios)

® Mapas de transformada 7. para
{método neurométrico)

todas las medidas

® Cilculo de las derivaciones de fuentes
® Mapas topogrdficos de yoltaje y derivaciones de fuentes

Posibilidades del hardware:

® Hasta 23 amplificadores de EEG con ganancia 10 000,
filtros  pasabanda entre 0,3y 30 Hz y filtro notch de 60-Hz
(50 Hz), con ruido de 2 pV (RMS)

® Pulso cuadrado de calibracién de 10 Hz y 50 WV (pico a
pico)

& Conversor A/D de 12 bits con signo

® Microcomputadora IBM compatible XT/IAT

23

8 I I
L T S

FFHEFRRFFF

[~
o

—
o

—
ol
-

eves closed Fz ezt
fioe : 86,500
Record date : 0. @, 0 Pz @5
onents  : 24
ilerare . sve.uR

U Pos. Alpha "" L WF:Delta HORH  *°
eves opened - eyes closed
L A

o
U #P:Theta ‘"" VERE
eyes closed s ees clgs?d

PRODUCIDO Y EXPORTADO POR:
PRODUCED AND EXPORTED BY:

Centro Nacional de Investigaciones Cientificas
Avenida 25 y calle 158, Cubanacdn, Playa

Ciudad de La Habana, Cuba

Apartados Postales 6880 y 6390

Teléfono: 21 8066 Télex: 51 1582 CNIC CU

CN%IC






