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Ai3SIRAC_`1` . Culture me�ium optim ization for cellulose pro�uction by
a'l'richcxicrma viri�e wil� type strain was ma�e by means of the mo�ifie�
Rosenbrock's mathematic metho� of experimental �esign, because of the
high numbcrof variables to be optimize�, amongwhich the carbon source
use� was also inclu�e� (alkali treate� sugar cane bagasse) . The enzyme
activity obtaine� was 35 % higher than that reache� with the me�ium
before optimization. The a��ition of trace elements must he kept unlike
the ammonium sulphate that was omitte� from the culture me�ium com-
position .

INTRODUCCION
En los procesos microbiol6gicos, cuan�o so realize to optimize-

ci6n �e las con�iciones �o cultivo para un microorganismo, aun as
frecuente al empleo �e m6to�os empiricos en los que se cambia
ca�a variable in�epen�ientemente �o manera que resulta un trabajo
excesivamente largo y laborioso, sobre to�o cuan�o so abarca un
gran numero �e variables .

EI �esarrollo �e la esta�istica impone ce�e vez mats la aplicaci6n
�e m6to�os matema ticos con estos fines, entre los quo so en-
cuentran el �e Box y Wilson' y el �o Rosenbrock .' Una amplia
revisi6n �o 6stos y otros �isefios experimentales esta�isticos se
�escriben en la literature .2

El objetivo �e este trabajo consiste on Is optimizaci6n �el me�io
�e cultivo pare Ia pro�ucci6n �o celulasa por una cape salvaje �o
Tricho�erma viri�e aisla�a on los laboratorios . 3

MATERIALES Y METODOS
Microorganismo. Se utiliz6 una ceps salvaje �o Tricho�erma

viri�e T3 aisla�a en los laboratorios por mbto�os oonvencionales a
partir �o muestras extrai�as �o campos �e cafta . 3

Me�io �e cuitivo. Se utiliz6 al me�io �o Man�ela y Reese 4 cuya
composici6n original as la siguiente: (g/L) - (141-14004 1,4 ; urea 0,3 ;
proteosa peptona 0,75; KH2PO4 2,0; CaC120,3 ; MgSO4 0,3; Tween
80 2 mIJL; trazas (mg/ml-) - F9SO4 . 7120 5,0; MnSO4 . H2O 1,6;
ZnSO4 .71i201,4; CoCI2 2,0 . Como fuento �o carbono y energia so
aita�i6 bagazo �e cane trata�o alcalinamente con NaOH al 10 % a
180 °C �uranto 1 h seg6n e1 proce�imiento �o Dunlap . 5

Con�iciones �e cultivo . El eultivo so realiz6 a nivel �o zaran�a en
erlenmeyers �e 300 mL quo contenian 50 mL �el me�io �o cultivo
a 100 r/min �urante 8 � . Como in6culo so utiliz6 una cufta pare
ca�a erlenmeyer, partien�o �e una suspensi6n micelial 6nica ob-
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RESUMEN. Se realiz6 la optimizaci6n �el me�io �e cultivo para la
pro�ucci6n �e celulasa por una cepa saivaje �e Tricho�erma viri�e,
plican�o ei m�to�o matemitico �e �iseito experimental �e Roscnbrock
mo�ifica�o �ebi�o al elcva�o nt mero �e variables a optimizar, entre las
que se incluy6 a�emAs la fuente �e carbono afta�i�a (bagazo �e cafta �e
azucartrata�o alcalinamente) . Sc logr6 aumentar la activi�a� enzima-
tica en un 35 %con respecto al me�io sin optimizar. Se hace necesario '
mantcncr la a�ici6n �oelementos traza, a �ifcrencia �el sulfato �e ama-
nio, cl cual fue elimina�o �el me�io �e cultivo .

toni�a a partir �o cufias �e agar extracto �o malt& manteni�as a
30 °C �urante 7 � . Las muestras so extrajoron al octavo �ia �espues
�e inocula�os los erlenmeyers, so separ6 Is fracci6n s6li�a (c6lulas
y bagazo resi�ual) por centrifugaci6n a 5 000 r/min �urante 30 min
.La temperature �o incubaci6n �el cultivo fue �e 30 'C .

Determinaci6n �e la activi�a� enzima tica . Se �etormin6 Is ac-
tivi�a� colulolitica libre en el sobrona�ante seg6n Is t6cnica �e papal
�o filtro �escrita por Man�els y colabora�ores . 6

Mito�o matem8tico �e optimizaci6n �e Rosenbrock mo�ifca�o .
Como criterio �e optimizaci6n so utiliz6 Ia activi�a� enzimaitica libre
on el sobrena�ante obteni�a en el cultivo al octavo �ia �o ino-
cula�os los erlenmeyers .

El �iseAo esta�istico so base en Is ovaluaci6n �el criterio �o op-
timizaci6n en oorri�as experimentales sucesivas en las cuales ca�a
variable toma el valor :

x = xo + k1-v1 (1)
�on�e:
x valor experimental �o la variable
xo punto inicial �o Ia variable
k1 factor �o variaci6n
V1 vector ortogonal unitario
EI resulta�o �o co�a experimento so analiz6 �o la forma siguien-

to:

F activi�a� enzimhtica (resulta�o experimental obteni�o)

Variable Resulta�o
Positivo

	

Negativo
x > x° F(x) .> F(x

° ) F(x) S F(x ° )
x < x ° F(x) X F(x ° ) F (X) < F(x ° )



De esta forma una secuencia �e pruebas experimentales negati-
vas con�uce a una re�ucci6n �el factor �o variaci6n uni�a a una
oscilaci6n �el signo �on�e, al igual quo on una secuencia �o
pruebas positives, so pro�uce un r6pi�o progreso en �irecci6n al
6ptimo. Una variable so consi�ers optimiza�a cuan�o so pro�uce
una oscilaci6n �el signo y el factor �o variaci6n as pequefio, siempre
qua los resulta�os aicancan los limites �o exactitu� �esea�os .

Los aniilisis esta�isticos comparativos so efectuaron me�iante
el test �e Stu�ent partion�o �e seis replicas �o ca�s experimento .

Las variables a optimizar se muestran en Is Tabla 1. Para Is
preparaci6n �el me�io se parti6 �e soluciones concentra�as �o
ca�a nutrients .

TABLA I
Componentes �el me�ic �o cultivo (variables a optimizar)

Variable Nutriente

	

Concentraci6n

' . 1 (x) = 0,5 mL �o soln. por ca�s 100 mL �e me�ic

RESULTADOS Y DISCUSION
Me�iante Is, aplicac16n �el m6to�o �o Rosenbrock mo�ifica�o

pare Is optimizaci6n �o I& composici6n �el me�io, so obtuvieron IQs
ren�imientos an Is pro�ucci6n �o colulasa que so �etallan en las
Tablas �o Is 11 a Is VII, las cuales correspon�en a los experimentos
consecutivos realiza�os siguien�o e1 �iseflo experimental .

Los factores �o variac16n k pare ca�s variable fueron selec-
ciona�os tenien�o en cuenta I& concentraci6n original quo ca�s una
�e ellas presents an el me�io �e cultivo original �o Man�els y Reese .

Los valores �e ca�s variable y los resulta�os obteni�os para
ca�a experimento planifica�o �e acuer�o al �isefio esta�istico se
resumen a continuaci6n:
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TABLA Ii
Experimento 1 . Optimizaci6n �el me�io �o cuitivo

S significativo ; NS no significativo; P positivo ; N negativo
+ aumenta- �isminuye

Experimento 2 (Tabla 111)
Variables 2 ; 3; 7 ; 8 y 9: resulta�os negativos, so invierte Is �irec-

ci6n. Las variables 7 y 8 toman valores negativos con Is k nueva y
so consi�eran iguales a coro on el pr6ximo experimento .

Variable 4 : resulta�o positivo, so mentions Is �ifewi6n .
Variable 5: resulta�o negativo, so cambia nuovamento la �irec-

c16n.
Variable 6: resulta�o positivo, so mantiene Is �irecci6n .
Variable 1 : so cambi6 a un nuevo valor �o k - 0,35 con elfin

�o �isminuir I& concenbaci6n, pare �escartar Is posibili�a� �o quo
I& concentraci6n iniciai proba�a hays, si�o tall quo su interrelaci6n
con otras variables afecte los ren�imlentos .

Experimento 3 (Tabla IV)

Variables 2; 3 y 9: resulta�os negativos, so invierte Is �irecci6n
(oscilaci6n) .

Variables 5 y 6: resulta�os negativos, correspon�s cambiar Is
�irecci6n, pero como ambas variables ye han oscila�o con valores
�o k pequenos, so consi�eran optimiza�as .

Variables 7 y 8: resulta�os negativos, cambia Is �irecci6n, pero
so �e��ib continuer la optimizaci6n pare �isminuir ei tango �e
varla�6n puss s1 valor �e k anterior fus muy eleva�o Ino a�ecua�o) .

Variable 1 : resulta�o negativo, como ya so habia proba�o un
valor �o k mayor pare seta variable, as �emostr6 quo su prosencla
on of me�io no Influye en los resulta�os obteni�os .

Variable 4: resulta�o negativo, cambia Is �iroccl6n .
Experimento 4 (Table V)
Variables 2; 3 ; 4 ; 8 y 9: resulta�os negativos, nueva oscilaci6n

�o I& �ireaS6n, pero se �eci�i6 seguir el experimento con seas varia-
bles par& estrechar ei tango alre�e�or �el 6ptimo .

Variable 7 : resulta�o positivo, so mantiene Is �irecci6n.

No. x0
Variable

k1 x1

Activi�a�
enzim5tica . F
(UI/mL)

Comparaci6n Evaluaci6n
con variante 0 �el resulta�o

- - 0,19
1 0 1,40 1,40 0,21 NS
2 0,30 0,20 0,50 0.31 S+ P
3 0,75 0,25 1,00 0,31 S+ P
4 . 2,00 0,50 2,50 0,28 S+ P
5 0,30 0,10 0,40 0,14 S- N
6 0,30 0,10 0,40 0,19 NS N
7 0,00 1,00 1,00 0,25 S+ P
8 0,00 1(x) 1(x) 0,25 S + P
9 20,00 20,00 40,00 0,23 S+ P

FeSO4'7H2O 1,0
MnSO4 H2O 0,32
ZnSO4 . 7H20 1,4
CoCl2 2,0

1 (NH4 )2SO4 g/L
2 urea g/L
3 proteosa peptona g/L
4 KH2PO4 g/L
5 CaC12 g/L
6 MgSO4 g/L
7 Tween 80 mL`L
8 soln . trazas~ 1(x)
9 bagazo trata�o g/L

~soln. elementos trazas: g/L

Los experimentos posteriores
las consi�eraciones siguientes:

Si el resulta�o as :

Positivo

so �iseharon tenien�o en cuenta

Negativo

Experimento 1 (Table II)
Variables 2 ; 3; 4; 7 ; 8 y 9: resulta�os positivos, se mantiene la

�ireoc16n .
Variables 5 y 6: . resuita�os negativos, cambia Is �irecci6n, cor-

k = 3k k = -1/2k
respon�ien�o �isminuir Is ooncontraci6n en los �o* nutrientes.

Variable 1 : resulta�o negativo, cambia la �irecci6n, pero oomo
X0 = X1 Xo = Xo el valor �o k correspon�iente hace Is variable n�gativa, so oonsi�er6

X 1 = Xo + 3k X1 = Xo -1/2k
oomo coro, por tanto, so omitl6 on el segun�o experimento .



TABLA III
Experimento 2. Optimizaci6n �el me�io �e cultivo

S significativo ; NS no significativo; P positivo; N negativo + aumen-
ta - �isminuye

TABLA IV
Experimento 3. Optimizat i6n �el me�io �e cultivo

S significativo; NS no significativo ; P positivo; N negativo
+ aumenta - �isminuye

Experimento 4 (Table V)
Variables 2 ; 3 ; 4 ; 8 y 9 : resulta�os negativos, nueva oacfac16n

�e I& �irecci6n, pero so �eci�i6 seguir el experimento con esas varia-
bles para estrechar 91 rango aire�e�or �el 6ptimo.

Variable 7 : resulta�o positivo, so mentions Ia �irecci6n .

Experimento 5 (Table VI)
Variables 2 y 9 : resulta�os positives, so mantiene Is �irecc16n,

como ya so probaron concentraciones menores y 6stas �isminuyen
los ren�imientos, so consi�er6 optimize�& Ia variable .

Variables 3y 8: como los resulta�os anteriores in�ican quo no
as convenient* prober conoentraciones menores, se tomaron los
valores �el experimento 4 como 6ptimos .

Variables 4 y 7 : resulta�os negativos, camblo �e �irecci6n .
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TABLA V
Experimento 4. Optimizaci6n �el me�io �o cultivo

S significativo; NS no significativo ; P positivo ; N negativo + aumen-
ta - �isminuye

TABLA VI
Experimento 5. Optlmizaci6n �el me�io �e cultivo

S significativo ; NS no significativo; P positivo ; N negativo + aumen-
ta - �isminuye

Experimento 6 (Tabla VII)
Variables 4 y 7 : oomo ya so ha proba�o la oscilaci6n en Ia �irec-

ci6n �e las variables con valores �o k respectivamente pequenos so
toman los resulta�os �el experimento 5 oomo los mejores .

En Is Table VIII so muestra la oomposici6n final �el mo�io op-
timiza�o y so oompara con la �el me�io original . Par& la mayor
pane �@ los nutriontes los valores optimiza�os so encuentran pr6xi-
mos a la ooncentraci6n estableci�a en el me�io �e Man�eis, con Is,
excepci6n �el sulfato �o amonio, sl fosfato monob6sioo �e potasio
y ei bagazo.

En e1 caso �el sulfate �o amonio pu�o �eterminers@ quo no es
in�ispensable su a�ki6n en of me�io �e cultivo, to quo aparents-
mente pu�o ester motiva�o porque el aumento quo so pro�ujo en
ci resto �e las fuehtes n1trogena�as presentes compens6 el re-
querimiento nutriclonal �el microorganismo . Poi otra parts, si so
realize eI balance �el conteni�o total �e nitr6geno en ei me�io
original y optimiza�o so encuentra quo as �e 0,54y 0,34 g/L respec-
tivamente, as �ecir, quo hay un exceso �e nitr6geno en el me�io inl-
cial, to quo permits oliminar el sulato �o amonio solamente con un
ligero aumento �e Is urea y Is proteosa peptona .

No. x0
Variable Activi�a�

cnzimStica F
(UI/mL)

Comparaci6n Evaluaci6n
con variante 0 �el resulta�ok I x I

0 - - - 0,80 - -
2 0,50 -0,075 0,425 0,81 NS P
3 1,00 -0,094 0,906 0,70 S N
4 4,00 1,125 5,125 0,69 S N
7 1,75 2,25 4,00 0,64 S N
8 1(x) -0,37(x) 0,62(x) 0,67 S N
9 40,00 -7,50 32.50 0,83 NS P

No . x 0
Variable

k l x I

Activi�a�
enzimttica F
(Ul/mL)

Comparaci6n Evaluaci6n
con variant@ 0 �el resulta�o

0 - 0,61
1 0,00 .0,175 0,00 - optimiza�a -
2 0,50 0,15 0,65 0,60 NS N
3 1,00 0,187 1,187 0,62 NS N
4 4 .00 -2,25 1,75 0,52 S- N
5 0,30 optimiza�a optimiza�a
6 0,25 optimiza�a optimiza�a
7 1,00 0,75

	

1,75 0,73 S+ P
8 1(x) 0,75(x) 1,75(x) 0,64 NS N
9 40,00 15,00 SS,00 0,59 NS N

No. x0
Variable

k t
x l

Activi�a�

	

Comparaci6n Evaluaci6n
enzimStica P con variante 0 �el resulta�o
(UI/mL)

0 - - 0,59
1 0,00 0.35 0,35 0,36 S- N
2 0,50 -0,30 0,20 0,33 S N
3 1,00 -0,375 0,625 0,36 S- N
4 4,00 4,50 8,50 0,35 S N

5 0,30 0,025 0,325 0,55 NS N
6 0,25 -0,15 0,10 0,30 S N
7 1,00 -1,50 0,00 0,36 S- N

8 1(x) -1,5(x) 0,00 0,31 S- N
9 40,00 -30,00 10,00 0,36 S- N

No. x0
Variable

k1
Activi�a�

	

Comparaci6n Evaluaci6n
enzimitica F con variante 0 �el resulta�o
(UI/mL)

0 - 0,49 -

	

-
1 0,0 -0,70 0,00
2 0,5 0,60 1,10 0,31 S-

	

N
3 1,0 0,75 1,75 0,46 NS

	

N
4 2,5 1,50 4,00 0,61 S+

	

P
5 0,3 -0,05 0,25 0,34 S-

	

N
6 0,3 -0,05 0,25 0,57 S+

	

P
7 1,0 3,00 4,00 0,43 S-

	

N
8 1(x) 3(x) 4(x) 0,43 S-

	

N
9 40,00 60,00 100,00 0,31 S-

	

N



TABLA VII
Experimento 6. Optimizaci6n �el me�io �o cultivo

S significative; NS no significative ; P positivo ; N negativo
+ aumenta - �isminuye

TABLA VIII
Comparacibn �el me�io original y el optimiza�o pare la pro�uc-

ei6n �e eelulasa por Is cepa �e T. viri�e

Garg y Neelakantan7 y Coutts y Smith 8 encontraron que el sul-
fato �e amonio �isminuye el ren�imiento en Is pro�ucci6n �e
celulasa y el crecimiento �e una cepa �e A. niger y �e Sporotrichum
thermofila sobre bagazo trata�o alcalinamente .

El efecto positivo �e Is urea y Is proteosa peptona encontra�o
en el presente trabajo corrobora to plantea�o para �iversos gi neros
microbianos . En primer lugar, Is proteosa peptona, a pesar �e que
increments ios costos en Is pro�ucci6n �e enzima, se incluye en Is
composici6n �e los me�ics �e cultivo por los excelentes ren�imien-
tos obteni�os e-11En cuanto a la a�ici6n �e urea, Is mayoria �e los
autores reconocen sus efectos estimulantes sobre el crecimiento �e
los hongos yIa pro�ucci6n �e celulasa como por ejemplo en
Myrothecium, 12 Tricho�erma' 13 Aspergillus7 Phanerochetel4 y

otros, aunque en Tricho�erma los mejores resulta�os so obtienen
combinan�o varies fuentes nitrogena�as. 10.13

La concentraci6n �e fosfato �o amonio en el me�io �e cultivo
optimiza�o fue �uplica�a con respecto al me�ic , inicial (Table III) . No
existe ningOn efecto metab6lico especial �e los Tones fosfato on Is
pro�ucci6n �e celulasa, pero bsstos si influyen en el control �el pH
�el me�ia �e cultivo, los que contribuyen �e esta forma a mejorar
las con�iciones para Is estabili�a� �e las celulasas .
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El nivel 6ptimo en la concentraci6n �e Ia fuente �e carbono
(bagazo trata�o alcalinamente) fue �e 32,5 g/L, so pro�ujo una �is-
minuci6n �e Ia activi�a� cuan�o so utilizaron concentraciones �e
100 g/L . A concentraclones por enzima �o ese valor, se he �emos-
tra�o que se pro�uce inhibici6n por sustrato en Is hi�r6lisis enzimii-
tica �el bagazo, 15 to cual influye en que la celulasa pro�uci�a
inicialmente por el microorganismo no �egra�e eficientemente el
sustrato, lo que hate quo �isminuya �o esta forma el crecimiento, y
por tanto, Ia pro�ucci6n �e .enzima.

Un resulta�o importante en Is optimizaci6n es que �ebe man-
tenerse la a�ici6n �e los elementos traza a poser �e utilizarse una
fuente �e carbono natural rice en Tones mete licos . Si se observe el
conteni�o �e Zn, Mn, Fey Co en el bagazo (Table IX) 3 se evi�encia
Is ausencia �e cobalto al nivel �etectable por el meto�o emplea�o
en Is �eterminaci6n . EI Co fun�amentalmente, tione una marca�a
influencia sobre Is pro�uoc16n �o celulasa y no sobre el crecimien-
to, como so ha sefiala�o frecuentemente, al mismo tiempo que
posee una acci6n estabiliza�ora sobre la celulasa . 18 Esto justifica
quo Is necesi�a� �o Is a�ici6n �o los ions methlicos as manten-
ga, sin embargo, serfa conveniente �eterminer to quo ocurrirla cuan-
�o so eliminara ca�s uno �e silos por separa�o �el me�io �o cultivo
puss probablemente sea realmente in�ispensable incluir 961o el Co
ya quo el resto �e los microelementos se encuentra presents en el
bagazo en canti�a�es relativamente consi�erables.

TABLA IX
An9lisis espectrogrSfico �e Tones methlicos �el bagazo trata�o al-

calinamente

ioncs

	

ccnizas

(%)

%I n 0,120 t 0,000
Fe 3,600 „0,200
Zn 0,370 -0,040
Co

	

< L. I).

L.D. Ifmite �o �etecci6n 0,035 % (NaOH 10 %, 180 °C, 1 h)

CONCLUSIONES
La optimizaci6n �el me�io �o cultivo aplican�o el meto�o �e

�iseAo experimental �e Rosenbrock mo�ifica�o permitib aumentar
Ia activi�a� enzimiitica haste un valor �o 0,90 UI/mL, con un aumen-
to �el 35 % aproxima�amente con respecto all me�io sin optimizar
(0,65 UI/mL) . Se �etermin6 a�emi s quo :

Es necesario mantener Ia a�le16n �o olementos traza .
Se Iogr6 eliminar el sulfato �o amonio �o Ia composici6n �el

me�io �e cultivo con un ligero aumento �el resto �e las fuentes
nitrogena�as presentes .
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