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ABSTRACT. The study of straw fermentation of sugar cane (alkaline
treated), as sole carbon source and energy is presented, in liquid cultures
on rotatoty shaker and fermentator of 7 L capacity, with a saline medium.
Fermentation studies on rotatory shaker showed an increasing sugar
concentration into the supernotants cultures, with a constant pH. The
quantyties of total soluble carbohydrates and reducing sugars, as well as,
CMC-ase and PF-ase were quite similars in both cultures of T. viride C-9
and T. reesel PF-ase activity QM-9414.

RESUMEN. Se presenta un estudio de la fermentacién de la paja de caiia
(tratada con &lcali), como inica fuente de carbono y energia en cultivos
Ifquidos, agitados en zaranda rotatoria y en fermentador de 7 L de
capacidad, empleando un medio salinc. Los estudios realizados en za-
randa, con la fuente de carbono al 1y 2 % respectivamente, mostraron
un aumento en la concentracion de azicares solubles en los cultivos
sacarificados de paja al 2 %, manteniéndose el pH constante. Las canti-
dades de carbohidratos totales solubles y azdcares reductores; as{ como
la actividad CMC-asa y PF-asa fueron similares en los cultivos con
Trichoderma viride C-9 y T. reesei QM-9414.

INTRODUCCION

Los paises productores de azdcar adn no han estudiado
exhaustivamente la amplia gama de posibilidades que ofrecen los
subproductos de la cafia de azlcar y a su vez, es necesario enfrentar
dos problemas de cardcter mundial: la alimentacién humana y la
blsqueda de nuevas fuentes de energia a partir de recursos reno-
vables en periodos reiativamente cortos.

Los primeros usos que se reportan de los subproductos de
la cafia son los de bagazo como combustible y para la fabricacion
de tableros, mieles para la produccién de alcohol y para la alimen-
tacién animal. Si anteriormente se consideraba el bagazo como un
estorbo, hoy dia su valor se eleva sensiblemente, por 10 que su
potencialidad representa desde el punto de vista energético y de la
indsutria derivada. Pero puede pensarse seriamente en el uso delos
residuos agricolas (especialmente la paja, cuya composicién quimi-
ca no difiere ostensiblemente del bagazo), los cuales, permitiran
una industria autoenergética a corto plazo.®

Por ser Cuba un pais agricola y cafiero, resulta de interés la
biodegradacion de materiales celuldsicos de la cafia de azlcar para
la obtencién de azlcares solubles, que pueden ser utilizados por los
microorganismos para la produccién de etanol, biomasa, acidos
organicos y otros.

En este trabajo, se presentan los resultados de un estudio
realizado con la paja de la cafia como Unica fuente de carbono y
energia, en cultivos liquidos con la especie fangica Trichoderma
viride C-8 y T, reesei OM-9414.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. Se empleé una cepa de laboratorio,” de
la especie Trichoderma viride C-9 la cual fue comparada con T.
reesel cepa QM-9414,

Conservacion de las cepas. Fueron conservadas en medio
extracto de malta-agar, incub4ndose durante 7 d a 28 °C, al cabo
de los cuales se mantiene en refrigeracién a 4 °C, resembrandose
cada 60 d .

Ineulo. La inoculacidn se efectud a partir de una suspen-
sion de 10° a 107 esporas/mL, de un cultivo joven de 7 d de
incubacién a 28 °C, a los erlenmeyers y al fermentador. El medio
salino y la fuente de carbono empleadas en los inéculos fue similar
al medio de fermentacién.

Medio de cultivo. El medio de cultivo empleado fug ¢l de
Mandels_ y col.,* con paja de caha pretratada alcalinamente.’

Condiciones de cultive. Los estudios en zaranda rotatoria
a 120 r/min fueron realizadas en frascos erlenmeyers de 500 mL de
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capacidad con 150 mL de medio liquido, incubados a 30 °C . Las
corridas efectuadas en fermentador de 7 L volumen efectivo, pH 5,
temperatura de 28 © y agitacién a 150 r/min, con una aireacion de
0,5vwm.

Determinaciones quimicas y bioquimicas.la
determinacidn de azGcares reductores se realizd por el método del
3-5 dinitrosalicilico.® Los carbohidratos totales solubles por el fenol-
sulfarico.” La determinacién del crecimiento mediante proteinas de
la biomasa por Biuret.? La determinacién cualitativa de azdcares del
sobrenadante de la fermentacién se realizé por cromatograiia.9 La
actividad CMC-asa se realiz6 segln el método de Gupta y col.,"®
modificado por Abiny col.,'" mientras que para la actividad PF-asa
tue empleado el procedimiento de Gupta y colaboradores.'® Ambas
actividades celuloliticas se realizaron en el sobrenadante de los
medios fermentados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Biodegradacion de la paja de cafa al 1 %
por Trichoderma viride C-9

Cuando se estudiaron los cultivos empleando paja de cafia
pretratada al 1 % y como Gnica fuente de carbono durante 7 d de
fermentacion, se alcanzé al cabo de las 24 h la mayor acumulacién
de carbohidratos totales solubles y azicares reductores (0,25 y
0,18 g/L, respectivamenie}, decayendo sus concentraciones a partir
de las 48 h con un ligero aumento al final de la fermentacién.

Por otro lado, a partir de las 24 h de la actividad celulolitica
CMC-asa increment6 paulatinamente hasta alcanzar 0,35 U/mL al
final de la fermentacién, detectandose que casi toda la fuente de
carbono habia sido consumida por el hongo. Sin embargo, debe
tenerse presente que la lignina no fue consumida y que ésta se
encontraba disminuida debido al pretratamiento alcaline ¢uya fun-
cién es deslignificar parciaimente al material celulésico.® La activi-
dad celulolitica PF-asa se mantuvo por debajo de 0,1 U/mL. Debe
tenerse presente que estos valores no pueden ser comparados con
los reportados por otros autores que han utilizado celulosay no paja
de cafia, como fuente de carbono.

El pH se mantuvo mas o meneos constante durante la fer-
mentacién, en parte 1por el efecto tampén de las sales y por lo citado
por varios autores,* ' en relaci6n con el amonio, La biomasa fingi-
ca se determiné mediante |as proteinas de ésta, pues no fue posible
utilizar, debido principalmente a la imposibilidad de separar dos
fases solidas: la masa miceliar y 1as particulas de la paja de cafia. En
lafigura 1 puede apreciarse un perfil caracteristico obtenido conuno
de los cultivos de T, viride C-9.
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Fig. 1. Fermentacién de la paja de cafia pretratada con sosa
y a concentracion del 1 % con la especie T. viride C-9. L Biomasa
fingica; < carbohidratos totales solubles; ¥ azlcares reductores;
e actividad CMC-asa;a actividad PF-asa; o pH

El anilisis cromatografico cualitativo de licores fermentados
de 24 y 48 h, contra patrones de azacares sencillos, revelé que la
mezcla de hidréiisis estaba compuesta por polimeros que avanza-
ron poco en el solvente a partir del punto de aplicacién y por
celobiosa que aparecié como componente mayoritario. No se de-
tectd glucosa (Tabla i).

TABLA 1

Analisis cualitativo de azlcares por cromatografia de cultivos
agitados en zaranda, con paja de cafna como Gnica fuente
de carbono

(R)
Xilosa Galactosa Glucosa Manosa Celobiosa Arabinosa 24 48

(h)
1%

033 019 0,22 0,25 0,12 026 012 012
2%

029 0,18 0,20 0,25 0,09 027 009 0,09

Biodegradacion de la paja de caiia al 2 %

por Trichoderma viride C-9

Al duplicar la concentracién de la fuente de carbono (Fig. 2),
se incrementd la concentracidn de carbohidratos totales solubles y
azucares reductores, mientras que la actividad PF-asa es solo lige-
ramente superior a las 24 y 48 h de fermentacidn, manteniéndose
el pH casi constante.
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Fig. 2. Fermentacién de la paja de la cafia pretratada con sosa
ya concentracion del 2 % con la especie T. viride C-9.1 Biomasa
fangica; @ carbohidratos totales solubles; x aziicares reductores;
o actividad CMC-asa; & actividad PF-asa; 5 pH
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Alas 24 h se alcanzaron 0,45 g/l de azlcares reductores y
una actividad PF-asa de 0,1 U/mL, mientras que la actividad celulo-
litica CMC-asa tuvo un comportamientc similar a la fermentacion
anterior. En el liquido sacarificado se encontrd algo de arabinosa y
celobiosa en mayor proporcién alas 24 y 48 h de fermentacién
(Tabla I},

TABLA 11
Andlisis cualitativo de azdicares por cromatografia de cultivos

en fermentador, con paja de caha al 1 %, como fuente
de carbono

Xilosa Galactosa Glucosa Manosa Celobiosa Arabinosa 24 48

(h)
T. reesei QM-9414
0,31 0,18 0,20 0,24 0,09 027 009 009
T. viride C-9
0,32 0,19 0,22 0,25 0,12 0,30 012 0,12

Al comparar ambas fermentaciones, se pone de manifiesto
que un aumento de la paja de cana de 1 a 2 %, provoca un cierto
aumento en la concentracién de carbohidratos totales solubles y
azUcares reductores asi como que las actividades celuloliticas PF-
asa y CMC-asa tuvieron un comportamiento similar a la fermenta-
cién anterior, Este aumento de los carbohidratos tctales solubles y
azucares reductores, no se debe tanto a un aumento de la actividad
celulolitica, sino at hecho de que el cultivo se encuentra en fase de
adaptacidn y la demanda de estos azlcares no es de consideracién,
teniendo en cuenta la biomasa presente alas 24 h .

Si se tiene en cuenta que el medio no fue sometido a
regulacién externa del pH después de inoculado, el hecho de que
dicho pH se haya mantenido con cierta constancia, indica que el
sustrato celulbsico se metabolizé lentamente, lo cual concuerda con
lo planteado por varios autores, 12

Utilizacién de la paja de cafia al 1 %

en fermentador por T. viride C-9

En la figura 3 se expone el perfil fermentativo de una de las
experiencias realizadas en fermentador.
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Fig. 3. Fermentacién a escala de banco (7 L), de |a paja de cafia
pretratada con sosa y a la concentracion del 1 % con la especie T.
viride C-9. 1 Biomasa flngica; @ carbohidratos totales solubles;
x azlcares reductores; o actividad CMC-asa; 4 actividad PF-asa

En esta figura se observa gue a las 26 h de cultivo la
concentracion de carbohidratos totales solubles y azlcares reduc-
tores tuvo un maximo de 0,54 y 0,47 g/L, respectivamente; disminu-
yendo posteriormente hasta valores muy proximos a la
concentracion inicial. La actividad CMC-asa se incrementa pauiali-
namente hasta tomar un valor de 0,3 U/mL al final de la fermenta-
cién, mientras que la actividad PF-asa presentd valores Inferiores a
0,1 U/mL.



La celobiosa también volvié a ser detectada en los croma-
togramas de los sobrenadantes de la fermentacién de la paja de
cafia (Tabla {l), por lo que se considera cque su presencia puede
actuar como inhibidore de las celulasas.'®* La glucosa no fue
detectada en los scbrenadantes de los licores fermentados, lo cual
significa que es consumida por el cultivo fngico en la misma
proporcion en que se produce. Debe safialarse que, tanto en la
especie T. vitlde como en T. reesei se ha reportado actividad
extracelular S-glugosidasa.'*'®

Utilizacidn de la paja de cafia al 1 %
en fermentador por T. reesei QM-9414

Al comparar el perfil de fermentacién de T. viride C-8 con la
mutante T. reesei QM-8414, en las mismas condiciones de cultivo,
se apreciz que T, virlde C-9 acumulé cantidades superiores de
carbohidratos totales solubles y aziGcares reductores a las 24 h de
fermentacién (Figuras 3 y 4}, siendo la actividad enziméatica celulo-
litica tigeramente superior en cuanto a PF-asa en las primeras 48 h,
no asi, en cuanto a la actividad CMC-asa.
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Fig. 4. Fermentacién & escala de banco (7 L) de la paja de caiia
pretratada con sosa y a la concentracion del 1 % con la especie T.
reesal QM-9414, L Biomasa fingica; ¢ carbohidratos totales
solubles; ¥ az(cares reductores; o actividad CMC-asa;

4 actividad PF-asa

Puede apreciarse en la Tabla Il que se detecta celobiosa en
los sobrenadantes de la fermentacién de T. reesef OM-9414. El
perfil formentativo de esta cepa, aunque bastante similar a T. viride
C-9 en el comportarniento de las celulasas, se aprecia que la con-
centracion, tanto de carbohidratos totales solubles como de azica-
res reductores se mantiene relativamente alta hasta después de las
48h (Fig. 4).

Sise atiende al hecho de que la cepa mutante ha sido citada
por nuMerosos autores como superproductora de celulasas,’®"’
con una actividad celuloiitica alta en cultivos con celulosa pura; sin

embargo, en las condiciones de cultivo ensayadas, utilizando paja
de cafia como dnica fuente de carbono, tiene perfiles de fermanta-
¢idn muy similares, es obvio que T. viride C-g, es un aislamiento
que promete en cuanto a sus potencialidades como biodegradador
de materiales celulésicos.

CONCLUSIONES

Los perfiles fermentativos de 7. viride C-9 y T. reesei
QM-9414, en presiencia de paja de cafia como Unica fuente de
carbono, son similares.

La mayor acurmulacion de los productos de hidrélisis enzi-
matica, de tipo soluble (carbohidratos totales solubles y azicares
reductores), tuvo lugar a las 24 h de fermentacién en T. viride C-9y
hasta las 48 h con T. reesel QM-9414 en paja al 2 %.

De los productos finales de la hidrélisis celulolitica fue
detectada la celobiosa en todos los sobrenadantes de la fermenta-
cidn y en mucha menor proporcién ia arabinosa.

La actividad celulolitica PF-asa y CM(C-asa se comporté de
modo bastante similar en T. viride C-9 y T, reesel QM-8414, en
presencia de paja de cafla como (nica fuente de carbono.
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PROXIMAS
PUBLICACIONES

los neurclépticos cldsicos y atipicos.
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Farmacologia experimental de la drogas ansioliticas, antipsicéticas
y antidepresivas

Se discuten los aspectos tedricos concernientes al mecanismo de accién de los ansiolfticos ben-
Zodiasepinicos y otros, las ventajas y desventafas de los métodos de tamizaje farmacol6gicos de estas
drogas, incluyendo fos conductuales, los electrofisiolégicos y bioquimicos. Se discuten fos principales
efectos colaterales inducidos por ellas, sus caracteristicas y posible etiologia y las diferencias entre





