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ABSTRACE. Culture medium optimization for cellulase production by
& Trichode rma viride wild type strain was made by means of the modified
Rosenbrock’s mathematic method of experimental design, because of the
high aumber of vanables to be uptimizcd, among which the carbon source
used was also included (zikali treated sugar cane bagasse}. The enzyme
aclivily vbtained was 35 % higher than that reached with the medium
before optimization. The addition of trace elements must be kept ualike
tie apymoniem silphate that was omitied from the cubture medium com-
Pusition.

RESUMEN. Se realizé la optimizacién det medic de cultivo para la
produccién de celulasa por una cepa salvaje de Trichoderma viride,
plicando ¢! método maiemitico de disefio experimentsl de Rosenbrock
modificado debido al levado nimero de variables a optimizar, enire lag
que s¢ incluys ademds la fucnte de carbono afadida (bagazo de cafa de
azucar tratado alcalinamente). Se logré aumentar la actividad ensimi-
tica en un 35 % con respecto zl medio sin optimizar, Se hace necesario
mantener Ja adicion do elementos traza, g diferencia del sulfato de amo-
riio, ¢l cual fue eliminado dei medio de cultive,

INTRODUCCION

En los procesos microbioldgicos, cuando se realiza la optimiza-
cion de las condiciones de cultivo para un microorganismo, ain es
frecuente ol empleo de métodos smpiricos en jos que se cambia
cadavariable independienternents de manera que resulta un trabajo
sxcesivarnante largo y laborioso, sobre todo tuando se abarca un
gran numero de variables. :

Eldesarrolic de la sstadisticaimpone cada vez més 1a aplicacién
de métedos mateméticos con estos fines, entre 108 que se en-
cuentran #l de Box y Wilson® y ef de Rosenbrock,’ Una amplia
revisién de &stos y otros disefios experimaniales estadisticos se
describen en Ix literatura.? )

El objetivo de este trabajo consiste an la optimizacién del medio
de cultivo para [a produccidn de celulasa por una cepa salvaje de
Trichoderma viride alslacla en [os laboratorios.?

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo. Se utilizéd una cepa salvaje de Trichoderma
viricle T3 aislada en los Jaboratorios por métodos convencionales a
partir de muestras extraldas de campos de cafa.?

Medio de cultivo. Se utilizé &) medio de Mandels y Resse* cuya
composicién original es ia siguiente: (g/L) - (NH 328504 1,4; urea 0.3;
protecsa peptona 0,75; KHPO4 2,0; Callz 0.3; MgS04 0,3; Tween
80 2 mUL; trazas {mg/mL)} - FeS0,4 . THO 5.0; MnSO4 . Hz0 1.5;
InSO4. 7HzO 1.4, CoCl2 2,0. Como fuente de carbono y anergia se
afadié bagazo de cafia tratado aicalinaments ¢on NaOH al 10% a
180 °C durante 1 h segin el procedimianto de Dunlap ®

Condiciones de cultivo. El cuitivo se realizé a nivel de zaranda en
erlenmeyers de 300 mL que contenian 50 ml del medio de cultivo
a 100 rfmin durante 8d . Como indculo se utilizd una cufia para
cada erlenmeyer, partiendo de una suspensidén micelia! (nica ob-
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tenida & partir de cufias de agar sxtracto de malla mantenidas a
A0 °Cdurants 7 d . Las muestras ss extrajeron al octavo dia despuds
de inoculados ios erlenmeyars, ge sapard la fraceidn sdlida {céluias
y bagazo residual) por centrifugacién a 5 D00 r/min durante 30 min
-La temperatura de incubacién del cultive fue de 30 °C .

Deierminacién de Ja actividad enzimidtica, Se dstermind la ac-
tividad celulolitica libre en o] sobrenadante segin la técnica de papel
de filtro descrita por Mandels y colaboradores ®

Método matemdtico de optimizscidn de Rosenbrock modificado.
Come criterio de optimizacion se utilizd la actividad enzimética Jibre
on ol sobrenadante obtenida an el cultivo al octavo dia de ino-
cutados [os erlenmevers.

El disefo estadistico se basa en {a evaluacion del criterio de op-
timizacién en corridas experimentales sucesivas en jas cuales cada
variable toma f valor:

x = xg + ke (1}

donde:

x vaior experimental de Ja variable

Xg punto inicial de [a variable

ky factor de variacién

v vactor ortogonal unitario

El resultado de cada exparimento se analizd de laforma siguien-

i H
Resultado
Variable Postitivo Negat ivo
X > x, F{x)_ > F{xo} Flay % F(xol
X < x, Fixy ® Fiu s Fixy € Fien

F actividad enzimética (resultado sxperimental obtenido)



Los experimentos posteriores se disefiaron teniendo en cuenta
las consideraciones siguientes:

i el resultado os:

Positivo Negativo

k= 3k K= -1/2k
Ko = %4 X, = X,

X, =X+ 3k ?1 = X —1s2k

Dw esta forma una secuencia de pruebas sxperimentalas negati-
vas conduce a ung reduccidn del factor de variacién unida a una
oscilacion del signo donde, al igual que en una secuencia de
pruebas positivas, se produce un répido progreso en direccién al
éptimo. Una variable se considera optimizada cuando se produce
una osciiacidn del signo y sl factor de variacidn es pequeito, siempre
que fos resultados sicancen los limites de exactitud deseados.

Los andiisis #stadisticos comparativos se efectuaron modiar;ta
ol test de Student partiende de seis réplicas de cada experimaento.

Las variables & optimizar se muestran en la Tabla | Para ia
praparacidén del medio se partié de solucionss concentradas de
cada nutrienta.

TABLAI
Componentes del madio de cultivo (variables a optimizar)

Variable Nutricnte Concentracién
1 (NH),S0, g/l
2 urea g/L
3 protcosa peptona g/l
4 KH,PO, g/L
5 CaCl, 2/L
6 MgSO, g/L
7 Tween 80 mL‘/’L
8 soln, trazas I{x}
9 bagazo tratado L
“soln. elementos trazas: g/L
FeSO,TH,0 1,0
MnSC 7y H20 0,32
780, TH,C 14
20

**1() = 0,5 mi de soln. por cada 100 mL de medio

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante ta aplicacién del método de Rosenbrock modificado
para la optimizacién de {a composicidn del medio, se obtuvieron lgs
rendimientos en la produccién de celuissa que se detailan en las
Tablas de ia Il a la V1, [as cuales carresponden a los experimentos
consecutivos realizados siguiendo of dissfic sxperimenta),

Los factores de variacibn k para cada variable fueron salec-
cionados teniendo en cuenta la concentracién origlnal que cada una
de ellas presante en o) medio de cultivo original de Mandels y Reesa.

Los valores de cada variable v los resultados obtenidos para
cada experimento planificado de acuerdo al diseflo sstadfstico se
resumen a continuacion: :

Exparirmento 1 (Tabls It}

Variables 2; 3; 4; 7; 8 y 9: mesultadoe positlvos, se mantiene la
direccién,

Variables 5 y 6:. resultados negativos, cambia Ia direccidn, cor-
respondienda disminulr is concentracién en o8 dos nuirientes.

Variable 1: resultado negativo, cambia la direccldn, pero como
sl valor de k correapondiente hace 1a variable ndgative, ss considers
COMO Cero, por tanto, se omitid en ol segundo sxperimento,

TABLA I
Experimento 1. Optimizacién del medio de cultive

Variable Actividad Comparacién  Evaluacidn
No. X, RI X enzimética F con vanante & del resultado
(Ul/mL)

- . - 0,19 - -
1 0 140 1,40 0,21 NS N
2 03 02 050 k3| S+ P
3 075 025 1,00 0,31 S+ P
4 200 050 250 0,28 S+ P
5 030 0,10 0,40 0,14 S- N
6 030 010 040 219 NS N
7 000 100 1,00 925 S+ P
8 000 1x) 1(x) 0,25 S+ p
g 2000 2000 4000 023 S+ P
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8 signiticativo; NS po significative; P positive; N negativo
+ aumenta- disminuye

Exparimento 2 (Tabia i)

Variables 2; 3; 7: 8y § resultados negativos, se invierts la direc-
cién. [as variables 7 y 8 toman valores negativos con la k nueva y
se consgideran iguaies a Cero en ¢l préximo experimento.

Variable 4: resuitado poaitivo, 88 mantiene [a direccibn.

Variable 5: resultade negativo, se cambia nusvamsente la direc-
cibn,

Vartable 6: resultado positivo, se mantiens la direccién,

Variable 1: se cambio a un nuevo valor de k = 0,35 con o fin
de disminuir Ia concentracién, para descariar ia posibilidad de que
Ia concentracién Inicial probada haya sido tal que su interrefacién
con otras vartables afects los rendimientos.

Experimento 3 {Tabla IV}

Variables 2; 3y & resultados negativos, se Invierte la direccion
{oscitacién).

Variables 5 y &: resuliados negativos, corresponde cambiar la
direccitn, pero como ambas variables ya han oscilado con valores
de k pequeiios, se consideran optimizadas.

Variables 7 y 8; resultados negatives, cambia I direccitn, pero
se decidié continuar Ia optimizacién para disminuic el rango de
variacion pues ol valor de k anterior fue muy slevado {no adecuado).

Vasiable 1: resuitado negativo, como ya a8 habla probado un
valor de & mayor para esta variable, sa demostrd que su presencia
on ¢! medio no influye sn los resultados obtenidos.

Variable 4; resuliado negativo, cambis la direcclén.

Experimsnto 4 (Tabla V}

Variables 2; 3; 4; 8y ©: resultados negativos, nusva oacliacién
dela direccion, pero se decidié segulr of experimento con esas varia.
bles para sstrechas of rango alradedor del dptimo.

Variable 7: resutiado positivo, ss mantiene la direccibn.



TABLA I
Experimento 2. Optimizaciin del medic de cultive

Varable Actividad Comp ién  FEvaluacién
Ne. X5 k1 x enzimitica F con variante 0 del resultado
(Ui/mL}
1] - - - 0,49 - .
1 o0 470 000 - - -
4 05 060 1,12 £31 s N
3 10 075 1,75 o6 NS N
4 25 150 4,00 0,61 5+ P
5 03 H05 025 0,34 5 N
6 03 085 0328 057 5+ P
7 10 300 40 043 5 N
] Hx} AUx) A(x) 0,43 5 N
Y 4000 60,00 100,00 031 5 N

S significativo; NS no significativo; P positivo; N negativo + aumen-
{a - disminuye

TABLA IV
Experimente 3. Optiniizacién del medio de cultive

Venable Astividad Comparscidn  Bvalvacidn
No. X kl X cnzimdticea ¥ con vanante 4 del reguliado
(UI/mL)
g . - - 059 - -
1 400 03 038 0.3 5 N
2 ost 030 0,20 033 & N
¥ 08 03T 0625 0.3 5 N
4 400 45 850 0,35 5 N
S 030 0025 0328 055 NS N
6 025 4,15 0.1 03¢ 3 N
7 100 -150 0,00 036 s N
8 Iz} -15(x) 000 0 5 N
9 40,00 -30,00 1000 0,36 5 N

S significativo; NS no significative; P positivo; N negativo
+ aumenta - disminuye

Experimentc 4 (Tabla V)

Variables 2; 3; 4; 8 y §: resuftados negativos, nueva oaschacion
de la direccidn, perc se decidis seguirel axperimeanto con ssas varia-
bies para estrechar ol rango afrededor del dptimo.

Variable 7: resultado positive, se mantisne la direccion.

Experimento 5 {Tabia VI}

. Variables 2 y §: resultados positivos, se mantlens (a direction,
COMO ya 88 probaron concentraciones mencres y éstas disminuyen
los rendimisntos, se considerd optimizada la variable.

Variables 3y 8: como los resultados anteriores indican que no
#3 convenients probar concentraciones mencres, se tomaron los
valores del sxperimento 4 como dptimos.

Variables 4 y 7; resultados negativos, cambio de direccién.
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TABLAYV
Experimento 4. Optimizacién del medio de cultivo

Variable Actividad Comparaciin ~ Evaluacidn
No. Xy kl X enzimitica ¥ con varisnie 0 del resuitado
{UI/mL)
3 - - - 0,61 - -
i 000 0,175 D00 optimizada -
2 050 015 068 0,60 NS N
3 106 0187 1187 062 NS N
4 400 -2.25 175 052 5 N
5 03 optimizada - optimizada .
6 025  optimizada - oplimirsda -
7100 075 175 473 S+ r
8 1(x) 075x) 175} 064 NS N
9 4000 1500 S500 059 NS N

£ significativo; NS no significativo; P positivo; N negativo + aumen-
ta - disminuye

TABLA Vi
Exparimanto 5. Optimizacién del medio de cultive

Variable Actividad Comparacidn  Evaluacién
No. % kl x enzimitica ¥ con variante @ del resuitado
(LUl/mL)
0 - - - .80 - -
2 050 D075 0425 681 NS P
3100 0% 0905 o0 5 N
4 400 LIB 515 009 5 N
7L 225 4,06 0,64 S- N
8 ix) 03x) 06Ax) 087 5 N
9 40,00 -750 3250 483 NS P

S significativo; NS no significativo; P positivo; Nnegativo + aurnen-
ta - disminuye '

Experimento & {Tabla Vi)

Variables 4y 7. como ya se ha probado [a osciiacién en la direc-
¢ién de |as variables con valores de k respectivaments paqueios se
toman los resuitacos del experimaento 5 como Jos mejores.

En [a Tabls VIl s¢ muestra [a composicidn final del medio op-
timizado y se compara ¢on Ia del medio original. Pars (x mayor
parte de los nutrientes los valores optimizados se sncuentran préxi-
mos a ia concentracitn establecida en &l medic de Mandelg, conla
sxcepcidn del sufato de amonio, o fosfato manobésico de potasio
y o} bagazo.

En of caso del sullato de amonio pudo determinarse que no es
indispensable su adicién en el medio de cuitivo, lo que aparsnte.
mente pudo estar motivado porque ol aurmnento que se produjo en
ol resto de las fusntes nitrogenadas presantes compensé s} re-
querimlento nutricional del microorganismo. Por otra parte, s y8
realiza ¢ balance del contenido total de nitrégenc en o medic
ofiginal y optimizado se sncuentra gue #3 de 0,54 y 0,34 o/l respec-
tivamente, #s decir, que hay un exceso de nitrégenc en af medio Ini-
clal, lo que permite sliminar ol sulfato de amonio sotamente con un
ligero aumentc de e urea y la protecsa peptona,



TABLA Vi
Experimento 6. Optimizacién dei medic de cultive

Variable Actividad Comparacién  Evaivacién
No. o kI 2 cpzimilica F con varante 0 del resullado
(UL/mL)

Q - - - 085 -

2 0425 - - - optimizada -

3 1w - - - oplimizads -

4 400 0562 3438 0,83 NS P

7 175 -lLizs 04625 0,56 5- M

B x) - - - optimizada -

9 125 - - - optimizada -

S significativa; NS no significativa; P positivo; N negativo
+ aumenta - disminuye

TABLA Vi

Comparacion del medio originai y el optimizado para la produc-
cién de celulasa por la cepa de T. viride

Medio
Variable original  optimizado
(®/L)
(NEH,),50, 14 0,00
urca 03 0425
protcosa peptona 0,75 1,0
KILPO, 20 3438
CaCI2 03 0,3
MgSO, c3 0,25
"weerB0 20 mL/L 175
elementos trazas 1,9(x}) 1{x)
bagazo 20,0 315

Garg y Neelakantan” y Coutts y $mith® encontraron que el sul-
tato de amonio disminuye 8l rendimiento en la produccién de
cejulasa y el crecimiente de una cepa de A, niger y de Sporotrichum
thermofila sobre bagazo tratado alcalinamente,

E! efecte positivo de la urea y la proteosa peptona encontrado
en el presente trabajo corrobora lo planteado para diversos géneros
microbianos. En primer lugar, la protecsa peptona, & pasar de que
incrementa los costos en la produccion de enzima, se incluye en la
cemposicidn de los medics de cultivo por [os excelentes rendimien-
tos obtenidos.®"'En cuanto a la adicién de urea, Ia mayoria de los
autores reconpcen sus sfectos estimulantes sobre el crecimiento de
los hongos ﬁzla ¢
Myrothecium,™” Trichodermat Aspergillus,” Phanerochete™ y
ofros, aunque en Trichoderma los mejores resultados se obtienen
combinando varias fuentes nitrogenadas. '>*?

La concentracidn de fosfato de amonio en el medic de cultivo
optimizado fue duplicada con respecto al medio inicial (Tabia (i), No
existe ningdn efecto metabélico especial de los jones fosfato an la
produccién de celulasa, pero éstos si Influyen en el control del pH
del medio de cultivo, los que contribuyen de esta forma a mejorar
las condiciones para Ja estabilidad de fas celulasas.

produccién de celulasa oon;rno por ejemplo en
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El nivei dptima en la concentracion de la fuente de carbono
{(bagazo tratado alcalinamente) fue de 32,5 g/L, se produjo una dis-
minucién de ja actividad cuando se utilizaron concentraciones de
100 g/L . A concentraciones por encima de ese valor, se ha demos-
trado que se produce inhibicidn por sustrato en ia hidrélisis enzimé-
tica det bagazo,'® io cual influye en que [a celulasa producida
inicialrmente por el rmicroorganismo no degrade eficienternente el
sustrato, lo que hace que disminuya de esta forma el crecimiento, y
por tanto, la produccidn de.enzirma.

Un resultade importante en la optimizacion es que debe man-
tenerse [a adicién de los elementos traza s pesar de utllizarse una
fuents de carbono natural rica en iones metélicos, Sise cbserva ef
contenido de Zn, Mn, Fe y Co en el bagazo (Tabla 1X)° se evidencia
la ausencia de cobaito al nivel detectabls por e método empleado
en ja determinacidén. El Co fundamentaimente, tiene una marcada
influencia sobrs la produccién de celulasa y no sobre el crecimien-
to, como se ha sefialado frecuentermante, &l mismo tiempo que
posae una accién estabilizadora sobre 1a cetulasa.'® Esto justifica
que [a necesidad de la adicién de los lonss methlicos se manten-
ga, sin embargo, serfa conveniente determinar lo que ocurritis cuan-
do 3 eliminara cada unto de ellos por separado del medio de cultive
pues probablemente sea realmaents Indispensable incluir sblo ef Co
va que @l resto de log microelementos se encuentra presente en ol
bagazo en cantidades relativamente considerables.

TABLA IX
Analisis espectrogréfico de iones metilicos del bagazo tratade al-
calinamente
iones CCNIZAS
(%)

hS ¥} 130 £ 0,006

te 3458 = 0200

/n 0,370 +0.040
Co < .1

L.D. timite de deteccién 0,035 % {NaOH 10 %, 180 °C, 1 h}

CONCLUSIONES

La optimizacién dei medio de cultivo aplicande et método de
disefic experimental de Rosenbrock modificado permitid auvmentar
ia actividad enzimética hasta un valor ¢de 0,90 UmL, con un aurmen-
1o del 35 % aproximadarments con respecto al medio sin optimizar
{0,65 UifmL). Se determiné ademéis que:

Es necesario rmantensr i adickin de slementos traza.

Se logrd siiminar of sulfato de amonio de la composicidn det
medio de cultivo con un ligero auments del resto de las tuentes
nitrogenadas presentes. :
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